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11 Einleitung
Die Kontrolle des Ionenflusses über Zellmembranen ist für viele biologische Prozesse von
entscheidender Bedeutung. Zu diesen Prozessen zählen die Entstehung und Weiterleitung
elektrischer Signale in sensorischen Zellen, Nervenzellen und Muskelzellen. Der
Ionenhaushalt einer Zelle wird durch drei Klassen von integralen Membranproteinen
reguliert: Ionentransporter, Ionenpumpen und Ionenkanäle. Ionentransporter nutzen den
elektrochemischen Gradienten eines Ions, um den Transport eines anderen Ions anzutreiben.
Man unterscheidet zwischen Cotransportern, bei denen die Ionen in der selben Richtung die
Membran überqueren, und Antiportern, bei denen die Ionen in entgegengesetzter Richtung
über die Membran wandern. Demgegenüber bewerkstelligen Ionenpumpen den Ionentransport
über Membranen indem sie Energie, meist durch die Hydrolyse von ATP, verbrauchen. Sie
können hohe transmembranäre Ionen-Konzentrations-Unterschiede aufbauen. Das
bekannteste Beispiel ist die Na+/K+-ATP-ase. Aber auch die lichtgetriebene Protonenpumpe
Bakteriorhodopsin gehört in diese Klasse von Proteinen. Ionenkanäle bilden in der
Zellmembran wassergefüllte Poren aus und ermöglichen somit Ionen, die hydrophobe
Lipidschicht zu überqueren. Ionenkanäle unterscheiden sich in ihrer Ionenselektivität sowie in
dem Mechanismus, durch den sie aktiviert werden. Es gibt Ionenkanäle, die Anionen
bevorzugen, und andere, die nur Kationen leiten. Bei Kationenkanälen unterscheidet man die
hoch-selektiven Ca2+-, K+- und Na+-Kanäle von denen, die relativ unselektiv Kationen leiten.
Bei Ionenkanälen gibt es drei Arten von Aktivierungsmechanismen: Aktivierung durch
mechanische Reizung, durch Bindung eines Transmitters oder Liganden, sowie durch
Spannung. Die meisten spannungs-aktivierten Kanäle öffnen, nachdem die Zellmembran
depolarisiert wurde. Unter Depolarisation versteht man eine Verschiebung der
Membranspannung (Ruhepotential = -70 mV) zu einer weniger negativen Spannung. Ein
Beispiel hierfür sind spannungsabhängige Ca2+-, K+- und Na+-Kanäle. Eine besondere Klasse
der spannungs-aktivierten Kationenkanäle wird durch Hyperpolarisation, d.h. die
Verschiebung der Membranspannung zu negativeren Spannungen, geöffnet.
1.1. Hyperpolarisations-aktivierte Ionenkanäle
Hyperpolarisations-aktivierte Ionenkanäle (Ih-Kanäle) besitzen sehr ungewöhnliche
Eigenschaften und wurden deshalb auch als If-Kanäle (funny) bzw. Iq-Kanäle (queer)
2bezeichnet (Pape, 1996). Bis heute konnten aus Säugern die cDNA's von vier verschiedenen
hyperpolarisations-aktivierten Ionenkanälen isoliert werden. Ihre Genprodukte werden als
HCN1 bis HCN4 bezeichnet (Clapham, 1998; Kaupp & Seifert, 2001). Die Abkürzung HCN
steht für hyperpolarisations-aktivierte und zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanäle (engl.
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels), kurz HCN-Kanäle. Sie wurden
in Nervenzellen, sensorischen Zellen, Muskelzellen, aber auch in nicht erregbaren Zellen, wie
z.B. Spermien nachgewiesen (Übersicht: DiFrancesco, 1993; Pape, 1996;
Kaupp & Seifert, 2001). Bei der Erzeugung und Regulation von zellulären rhythmischen
Aktivierungsmustern, wie z.B. im Herzen und in vielen Neuronen, sind
hyperpolarisations-aktivierte Ströme von entscheidender Bedeutung. Die
Aktivierungseigenschaften der HCN-Kanäle sind in vielen Geweben untersucht worden. Die
Schwelle, bei der diese Kanäle öffnen, liegt zwischen -40 und -90 mV. Für die halbmaximale
Aktivierung wurden Werte zwischen -60 mV und -140 mV berichtet. Die Gründe für diese
hohe Variabilität sind nur zum Teil auf die verschiedenen Eigenschaften der vier
Untereinheiten zurückzuführen. Statt dessen scheinen die Kanäle hochreguliert zu sein. Es
gibt Hinweise, dass die Eigenschaften von HCN-Kanälen auch durch Phosphorylierung
moduliert werden können (Yu et al., 1993; Ingram & Williams, 1996; Accili et al., 1997;
Cathala & Paupardin-Tritsch, 1997; Wu & Cohen, 1997). Die Regulation der HCN-Kanäle ist
Gegenstand der aktuellen Forschung (zur Übersicht: Kaupp & Seifert, 2001). HCN-Kanäle
haben ungewöhnliche Selektivitätseigenschaften. Sie sind zwar K+-selektiv, leiten aber auch
Na+-Ionen. Die relative Permeabilität von Na+-Ionen gegenüber K+-Ionen (PNa/PK) hängt von
der extrazellulären K+-Konzentration ab und variiert zwischen 0,2 und 0,4
(Wollmuth & Hille, 1992). Die schwache K+-Selektivität unterscheidet die HCN-Kanäle
sowohl von den K+-selektiven Kanälen (PNa/PK ≤ 0,09; Hille, 1992) als auch von nicht
selektiven Kationenkanälen (PNa/PK ≈ 1; Hille, 1992). Die relativ hohe Na+-Selektivität der
HCN-Kanäle sorgt dafür, dass die Kanäle nach Hyperpolarisation der Membran einen
Na+-Einwärtsstrom leiten, der die Membran wieder depolarisiert. Die
Offenwahrscheinlichkeit der HCN-Kanäle wird nicht nur durch die Membranspannung,
sondern auch durch die intrazellulären Botenstoffe cAMP und cGMP reguliert. Die Bindung
von cAMP oder cGMP an das Kanalprotein verschiebt die Aktivierungskurve um ca. 10 mV
zu weniger negativen Spannungen (DiFrancesco & Tortora, 1991; Ludwig et al., 1998;
Santoro et al., 1998) und erhöht so die Offenwahrscheinlichkeit der Kanäle. Eine
Verringerung der cAMP- bzw. cGMP-Konzentration verschiebt die Aktivierungskurve
dagegen zu negativeren Spannungen, die Offenwahrscheinlichkeit sinkt. Durch geringe
3extrazelluläre Konzentration von Cs+-Ionen werden HCN-Kanäle spannungsabhängig
blockiert (Noma et al., 1983; DiFrancesco, 1985). 
1.2 Strukturelle Merkmale der HCN-Kanäle
HCN-Kanäle ähneln in ihrer Aminosäuresequenz sowohl den spannungsabhängigen
K+-Kanälen vom „Shaker“-Typ als auch den zyklisch Nukleotid-gesteuerten Ionenkanälen
(CNG-Kanäle), die man aus Photorezeptoren und olfaktorischen Neuronen kennt. Ein
funktionelles Kanalprotein setzt sich aus mehreren (wahrscheinlich vier) Untereinheiten zu
einem homooligomeren oder heterooligomeren Komplex unbekannter Stöchiometrie
zusammen. Jedes der vier HCN-Kanal-Gene kodiert für eine eigene Untereinheit. 
Das Modell der transmembranalen Topologie der HCN-Kanäle (Abbildung 1) wurde in
Anlehnung an die Struktur der K+-Kanäle (Miller, 1991; Jan & Jan, 1992; Pongs, 1992) und
der CNG-Kanäle entwickelt (Henn et al., 1995). Danach bestehen die Kanal-Untereinheiten
wahrscheinlich aus sechs transmembranalen Segmenten (S1-S6), einer Porenregion zwischen
S5 und S6 und den intrazellulär gelegenen N-terminalen und C-terminalen Bereichen. 
In K+-Kanälen umfasst die Porenregion ca. 20 Aminosäuren. Sie ragt in die Membran und
bestimmt massgeblich die Selektivitäts- und Leitfähigkeitseigenschaften der Ionenkanäle
(Hartmann et al., 1991; Yellen et al., 1991; Yool & Schwarz, 1991; Backx et al., 1992;
Kirsch et al., 1992; MacKinnon, 1995; Jiang et al., 2002). Das für K+-selektive Kanäle
charakteristische GYG-Aminosäuremotiv (Heginbotham et al., 1994) ist auch in der
Porensequenz der HCN-Kanäle enthalten. Die Porensequenz der HCN-Kanäle weist jedoch
ein bis zwei positiv geladene Aminosäuren auf, die in K+-Kanälen fehlt und die für die
ungewöhnlichen Selektivitätseigenschaften mitverantwortlich sein könnten.
Im transmembranalen Segment S4 besitzen HCN-Kanäle ein ausgeprägtes
Spannungsfühler-Motiv, wie man es von spannungsgesteuerten Ca2+-, K+- und Na+-Kanälen
kennt. Für diese Kanäle konnte gezeigt werden, dass das S4-Motiv am spannungsabhängigen
Öffnungsverhalten beteiligt ist. Das S4-Motiv dieser Kanäle ist durch vier bis sieben positiv
geladene Aminosäuren an jeder dritten Position charakterisiert, die durch vorwiegend
hydrophobe Aminosäuren voneinander getrennt sind (Übersicht: Stühmer, 1991;
Jan & Jan, 1992; Pongs, 1992). Bei der Depolarisation der Membran findet eine
Konformationsänderung dieser Proteindomäne statt. Hierbei wird eine Reihe der positiv
geladenen Aminosäure-Reste von der intrazellulären Seite auf die extrazelluläre Seite der
4Membran verschoben. Dadurch werden weitere Konformationsänderungen ausgelöst, die
letztlich zum Öffnen der Kanäle führen. 
Im S4-Segment der HCN-Kanäle sind sogar acht bis zehn Lysin- oder Arginin-Reste in
regelmässigen Abständen verteilt. Auch bei HCN-Kanälen ist das S4-Motiv am
spannungsabhängigen Öffnungsverhalten beteiligt ─ obgleich die Kanäle nach
Hyperpolarisation der Membran öffnen ─ (Vaca et al., 2000; Chen et al., 2001;
Rothberg et al., 2002). 
Abbildung 1: HCN-Kanäle bestehen wahrscheinlich aus vier Untereinheiten, die in ihrer Mitte eine wässrige
Pore ausbilden (unteres Bild). Die Aminosäurekette jeder Untereinheit durchspannt die Zellmembran sechsmal
(oberes Bild). Die transmembranalen Segmente, S1-S6, sind als Zylinder dargestellt. Zwischen den Segmenten
S5 und S6 liegt der Proteinabschnitt, der die Pore auskleidet. Im Segment S4 befindet sich der sogenannte
Spannungsfühler, der reich an positiv geladenen Aminosäuren ist. Auf der intrazellulären Seite des Proteins
befindet sich die Bindestelle für zyklische Nukleotide. 
5Der N- und C-Terminus der HCN-Kanäle liegt intrazellulär. Im C-terminalen Bereich von
HCN-Kanälen befindet sich eine etwa 100 Aminosäuren lange Region, die eine hohe
Sequenzähnlichkeit mit den cAMP/cGMP-Bindestellen der CNG-Kanäle und der
Proteinkinasen A und G aufweist (Takio et al., 1984; Weber et al., 1987; Kaupp et al., 1989).
Bei CNG-Kanälen induziert die Bindung von cAMP oder cGMP Konformationsänderungen
innerhalb der Bindestelle und benachbarter Regionen, die dann auf den Porenbereich
übertragen werden und letztlich zum Öffnen der Kanäle führen (Goulding et al., 1994;
Gordon & Zagotta, 1995; Flynn et al., 2001). Möglicherweise induziert die Bindung von
cAMP/cGMP bei HCN-Kanälen ähnliche Konformationsänderungen, die das
spannungsabhängige Öffnungsverhalten beeinflussen. 
1.3 Aktivierungseigenschaften und Expressionsmuster von HCN-Kanälen
Aktivierungs-Kinetik von HCN-Kanälen
Die molekulare Identifizierung von HCN-Kanälen ermöglichte erstmals, die Untereinheiten
funktionell zu charakterisieren und ihre Eigenschaften mit denen nativer Kanäle zu
vergleichen. Heterolog exprimierte HCN-Kanäle leiten Ströme mit sehr charakteristischen
Eigenschaften: nach Hyperpolarisation entsteht ein Einwärtsstrom mit sigmoidalem
Zeitverlauf; die Aktivität der Kanäle kann durch zyklische Nukleotide direkt erhöht werden;
die Kanäle leiten einen gemischten Na+/K+-Strom und sind durch extrazelluläres Cs+
blockierbar. Die Spannung, bei der HCN-Kanäle halb-maximal geöffnet sind (V1/2), liegt je
nach Untereinheit zwischen -60 und -110 mV.
Die Aktivierungskinetik der verschiedenen heterolog exprimierten Kanal-Untereinheiten
unterscheidet sich. Die Aktivierungskonstanten (τ) hängen dabei sehr stark von den
experimentellen Bedingungen, vor allem von der Test- Spannung und der Temperatur, ab.
HCN1, HCN2 und HCN3 zeigen eine wesentlich schnellere Kinetik als HCN4. HCN1
aktiviert am schnellsten mit Zeitkonstanten zwischen 100-300 ms (Santoro et al., 1998;
Santoro et al., 2000). Die Aktivierung von HCN2 (200-500 ms) und HCN3 (240-290 ms)
verlaufen langsamer (Ludwig et al., 1999; Santoro et al., 2000; Moosmang et al., 2001). Die
Zeitkonstante der HCN4-Kanal-Untereinheit bewegt sich zwischen 420 ms (bei sehr
negativen Spannungen) bis zu 30 sek (bei weniger negativen Spannungen) (Ishii et al., 1999;
Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999; Shi et al., 1999). 
6Expressionsmuster von HCN-Kanal-Untereinheiten
Das Expressionsmuster der HCN-Kanal-Untereinheiten wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Nachweistechniken ─ wie in situ Hybridisierung,
Northern-Blotting, RNase-Protection-Assay und PCR-Techniken ─ untersucht. Diese
Nachweismethoden unterscheiden sich stark in ihrer Sensitivität und Aussagekraft. Die
Ergebnisse der verschiedenen Arbeitsgruppen sind zum Teil kontrovers
(zur Übersicht: Kaupp & Seifert, 2001). So wurden zum Beispiel HCN1-Transkripte mit Hilfe
von in situ Hybridisierung und Northern-Blotting in hoher Konzentration in vielen Bereichen
des Gehirns gefunden (Santoro et al., 1997; Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998;
Moosmang et al., 1999; Shi et al., 1999). Im Herzen hingegen konnten HCN1-Transkripte nur
über den sensitiveren RNase-Protection-Assay nachgewiesen werden (Shi et al., 1999). Auch
HCN2-Transkripte konnten über RNase-Protection-Assay, und Northern-Blotting im Herzen
(Ludwig et al., 1998, 1999; Santoro et al., 1998; Shi et al., 1999; Vaccari et al. 1999), sowie
durch in situ Hybridisierung im Gehirn nachgewiesen werden (Ludwig et al., 1998;
Moosmang et al., 1999). HCN3-Transkripte konnten über RNase-Protection-Assay und
in situ Hybridisierung im gesamten Gehirn nachgewiesen werden. Die Konzentration lag
jedoch weit unter der von HCN1 und HCN2 (Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Shi et
al., 1999). Eine starke Expression von HCN4 wurde durch in situ Hybridisierung und
Northern-Blotting im olfaktorischen Bulbus, der Habenula und im Thalamus
(Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1999; Seifert et al., 1999; Shi et al., 1999), sowie im
Herzen nachgewiesen (Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Ishii et al., 1999;
Ludwig et al., 1999; Seifert et al., 1999; Shi et al., 1999). 
1.4 Die physiologische Bedeutung von HCN-Kanälen
In den Neuronen des Thalamus und im primären Schrittmacherzentrum des Herzens spielen
HCN-Ströme eine entscheidende Rolle. Hier sind sie bei der Erzeugung und Regulation
zellulärer rhythmischer Aktivierungsmuster unerlässlich.
Der Herzschlag: Die physiologische Bedeutung der HCN-Kanäle ist im primären
Schrittmacherzentrum des Herzens (Sinusknoten) besonders gut untersucht
(Übersicht: DiFrancesco, 1993). Der Sinusknoten des Herzens besteht aus wenigen
spezialisierten Muskelzellen (Myozyten), die selbständig Aktionspotentiale in rhythmischer
Abfolge erzeugen.
7In den Myozyten des Sinus-Knotens sorgen vier verschiedene Ionenkanäle für das
rhythmische Schlagen des Herzens: Zwei verschiedene Ca2+-Kanäle, K+-Kanäle und
HCN-Kanäle. Bei einer Membranspannung von -50 mV werden T-Typ Ca2+-Kanäle aktiviert.
Diese leiten einen transienten Ca2+-Einstrom, der die Membran weiter depolarisiert. Ist eine
Membranspannung von etwa -30 mV erreicht, werden L-Typ Ca2+-Kanäle aktiviert. Die
L-Typ Ca2+-Kanäle lösen ein Ca2+-Aktionspotential aus. Durch die starke Depolarisation
werden spannungsabhängige K+-Kanäle geöffnet. Es folgt ein K+-Ausstrom, der die Zelle
wieder repolarisiert. Das Aktionspotential wird beendet. Durch die relativ hohe
K+-Leitfähigkeit nähert sich die Membranspannung am Ende eines jeden Aktionspotentials
dem K+-Gleichgewichtspotential von ca. -80 mV. Die HCN-Kanäle öffnen und leiten einen
depolarisierenden Strom (Schrittmacher-Depolarisation), bis die Membranspannung wieder
die Schwelle erreicht, bei der die T-Typ Ca2+-Kanäle aktiviert werden. Der Mechanismus der
Erzeugung von Aktionspotentialen im Sinusknoten ist in Abbildung 2 dargestellt.
Abbildung 2: Die Steuerung des Herzschlags
Schrittmacherzellen sorgen für das rhythmische Schlagen des Herzens, indem sie periodische Aktionspotentiale
erzeugen, die eine Kontraktion des Herzmuskels auslösen. Die rote Kurve zeigt die Veränderung nach
Stimulation der β-adrenergen Rezeptoren mit einem Agonisten. 
Die Geschwindigkeit, mit der die Aktionspotentiale aufeinanderfolgen, wird durch das
autonome Nervensystem kontrolliert. Die postganglionären Neuronen des Sympathikus
schütten Adrenalin aus und bewirken dadurch eine Beschleunigung des Herzschlages. Das
Adrenalin bindet an einen β-adrenergen Rezeptor, der über ein stimulatorisches
8G-Protein (Gs) eine Adenylat-Zyklase aktiviert und so einen Anstieg der intrazellulären
cAMP-Konzentration verursacht. cAMP bindet direkt an die HCN-Kanäle. Die
Aktivierungskurve der HCN-Kanäle wird dadurch zu weniger negativen Spannungen
verschoben. Die HCN-Kanäle öffnen früher in der Repolarisationsphase, so dass bei einer
gegebenen Membranspannung mehr HCN-Kanäle geöffnet sind als ohne adrenerge
Stimulation. Die Schwelle für das nächste Aktionspotential wird früher erreicht und die
Herzfrequenz erhöht.
Bei der parasympathischen Stimulation führt Acetylcholin zu einer Abnahme der
intrazellulären cAMP-Konzentration. Acetylcholin bindet an muskarinische
Acetylcholin-Rezeptoren, die über ein inhibitorisches G-Protein (Gi) die Adenylat-Zyklase
inhibieren. Die intrazelluläre cAMP-Konzentration sinkt. Die Aktivierungskurve der
HCN-Kanäle wird dadurch zu negativeren Spannungen verschoben. Die
Offenwahrscheinlichkeit der HCN-Kanäle nimmt ab und die Schwelle für das nächste
Aktionspotential wird später erreicht. Die Herzfrequenz wird verringert. 
Ob HCN-Kanäle im Sinusknoten die einzigen Ionenkanäle mit Schrittmacherfunktion sind, ist
jedoch umstritten (zur Übersicht: Boyett et al., 2000). Blockiert man den HCN-Strom im
Sinusknoten durch pharmakologische Substanzen (z.B. Cs+ oder ZD7288), verringert sich
zwar die Herzfrequenz, aber die spontane Erregungsbildung bleibt erhalten (Kreitner, 1985;
Nikmaran et al., 1997). Zudem wurde im Sinusknoten ein zusätzlicher Na+-Kanal
beschrieben, der wesentlich zur Schrittmacherdepolarisation beitragen soll (Guo et al., 1995;
Guo et al., 1997).
Rhythmische Aktivität im Thalamus: Elektrophysiologisch wurden HCN-Kanäle in sehr
vielen verschiedenen Neuronen des Gehirns nachgewiesen (Pape, 1996). Besonders gut
untersucht wurden sie in den Neuronen des Thalamus (Pape & McCormick, 1989;
McCormick & Bal, 1997). Der Thalamus ist ein zentraler Bereich im Zwischenhirn, in dem
sensorische Eingänge mit der Grosshirnrinde verschaltet werden. Vermutlich wird hier auch
die sensorische Information während des Schlafes moduliert bzw. blockiert. In
unterschiedlichen Zellgruppen des Thalamus treten während des Schlafes rhythmische
Aktivierungsmuster auf, die mit einer Verringerung der sensorischen Aufnahmefähigkeit in
Zusammenhang gebracht werden. HCN-Kanäle sind an der Erzeugung und Regulation dieser
Aktivierungsmuster massgeblich beteiligt.
Rhythmische Aktivierungsmuster in den Relay-Zellen des Thalamus: Während der späten
Phase des Schlafes treten in einzelnen Zellgruppen des Thalamus (Relay-Zellen) rhythmische
Aktivierungsmuster (0,5-4 Hz) auf, die mit einer Verringerung der sensorischen
9Aufnahmefähigkeit in Zusammenhang gebracht werden (Steriade et al., 1993). HCN-Kanäle
sind an der Erzeugung und Regulation dieser Aktivierungsmuster massgeblich beteiligt.
Ähnlich wie in den Herzmuskelzellen wird die rhythmische Aktivität in den Relay-Zellen des
Thalamus durch ein Zusammenspiel zwischen T-Typ Ca2+-Kanälen und HCN-Kanälen
bestimmt. Die T-Typ Ca2+-Kanäle aktivieren bei relativ negativer Spannung und leiten einen
Ca2+-Strom, der die Zelle soweit depolarisiert, dass ein Na+/K+-Aktionspotential ausgelöst
wird. Am Ende des Aktionspotentials hyperpolarisiert die Zelle, daraufhin öffnen die
HCN-Kanäle und Na+ strömt in die Zelle. Die Zelle wird langsam depolarisiert, bis die
Schwelle erreicht ist, bei der die T-Typ Ca2+-Kanäle erneut aktiviert werden. Auf diesem Weg
werden kontinuierliche rhythmische Aktivierungsmuster in Neuronen erzeugt
(McCormick & Pape, 1990; Soltesz, 1991; Dossi et al., 1992; McCormick & Huguenard,
1992).
Rhythmische Oszillation im neuronalen Netzwerk: HCN-Kanäle halten nicht nur die
endogene rhythmische Aktivität einzelner Neurone aufrecht, sondern auch die neuronaler
Netzwerke. Während der non-rapid-eye-movement-Phase des Schlafes zeigt das
Elektroenzephalogram (EEG) charakteristische, als Spindel-waves bezeichnete,
Wellenmuster. Man vermutet, dass diese Wellenmuster die Übertragung von sensorischer
Information über den Thalamus in den Cortex blockieren. Spindel-waves entstehen durch ein
Zusammenspiel von GABA-ergen Neuronen des Nucleus reticulari thalami und den
erregenden thalamischen Relay-Zellen (Steriade & Deschênes, 1984; Steriade et al., 1993;
von Krosigk et al., 1993; Bal et al., 1995a; 1995b). Die Aktivität der Reticular-Zellen führt in
den Relay-Neuronen zur Entwicklung von inhibitorischen postsynaptischen Potentialen
(IPSPs). Diese Hyperpolarisation aktiviert die HCN-Kanäle in den Relay-Neuronen. Sie
erzeugen einen depolarisierenden Einwärts-Strom, bis die Membranspannung die Schwelle
erreicht, bei der die T-Typ Ca2+-Kanäle aktiviert werden. Durch den Ca2+-Einstrom wird die
Membran weiter depolarisiert und Na+/Ca2+-Aktionspotentiale entstehen. Durch diese
Aktivität werden die Neuronen des Nucleus reticulari thalami erneut erregt
(Bal et al., 1995a; 1995b; Bal & McCormick, 1996). 
Welche genaue physiologische Funktion bei der Regulation von rhythmischen zellulären
Mustern den verschiedenen HCN-Kanal-Untereinheiten zukommt, ist bislang unbekannt. 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 
Welche Auswirkungen hätte eine Veränderung oder ein kompletter Funktionsausfall einer
HCN-Kanal-Untereinheit auf die physiologischen Eigenschaften eines Lebewesens? Eine
Untersuchung des Funktionsausfalls der HCN4-Kanal-Untereinheit scheint, aufgrund ihrer
prominenten Expression im Herzen und im Thalamus besonders interessant. Der
Funktionsausfall könnte mittels einer genetischen Inaktivierung (konventioneller Knockout)
der HCN4-Kanal-Untereinheit in der Maus herbeigeführt werden. Die Folgen eines
Funktionsausfalls der HCN4-Kanal-Untereinheit könnten anhand dieser Maus zum einen an
isolierten Gewebeschnitten elektrophysiologisch, immunhistochemisch und biochemisch
untersucht werden. Zum anderen könnten am intakten Tier die Auswirkungen auf das
Verhalten beobachtet werden. 
Die Erzeugung einer konventionellen Knockout Maus könnte allerdings problematisch sein,
falls die HCN4-Kanal-Untereinheit vitale Funktionen im Herzen kontrolliert. Eine solche
Maus könnte eventuell nicht lebensfähig sein. Um dieses Problem zu umgehen, sollte
alternativ der Knockout selektiv (konditionell) herbeigeführt werden. Zur Herstellung eines
konditionellen Knockout kann man das Cre/loxP-Rekombinase System verwenden (Lakso et
al., 1992; Orban et al., 1992). Dieses System ermöglicht eine gewebs- bzw. zeitspezifische
Inaktivierung des Gens unter der Kontrolle eines spezifischen Promotors. Hierzu werden zwei
Mauslinien benötigt. In einer Mauslinie wird die Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines
spezifischen Promotors, z.B. eines Promotors, der nur im Thalamus angeschaltet wird,
exprimiert. In der zweiten Mauslinie wird ein essentielles Exon des HCN4-Gens von zwei
Erkennungssequenzen für die Cre-Rekombinase (loxP-sites) flankiert („gefloxt“). In den
gefloxten Mäusen bleibt das HCN4-Gen intakt. Durch Kreuzung der beiden Mauslinien wird
in den Nachkommen ein spezifischer Knockout nur in den Zellen erzeugt, in denen die
Cre-Rekombinase unter Kontrolle des spezifischen Promotors exprimiert wird. In der
Literatur werden eine Vielzahl von Cre-exprimierenden Mauslinien beschrieben (Nagy,
2000). Bislang ist jedoch noch keine Maus-Linie beschrieben worden, die die
Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines rein Thalamus spezifischen Promotors exprimiert. Für
den konditionellen HCN4 Knockout soll deshalb zunächst eine Cre-Maus-Linie verwendet
werden, die die Rekombinase im Thalamus, aber nicht im Herzen exprimiert. Dies ist zum
Beispiel bei der (mNF-H)-Cre-Maus der Fall. Diese Mauslinie exprimiert die
Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Promotors für das Neurofilament H.
(mNF-H)-Cre-Mäuse exprimieren die Cre-Rekombinase in den Nervenzellen adulter Mäuse
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(Hirasawa et al., 2001). Durch eine Kreuzung dieser (mNF-H)-Cre-Maus mit einer Maus mit
gefloxtem HCN4-Lokus würde in den Nachkommen ein HCN4 Knockout spezifisch in
Nervenzellen erzeugt. 
Ziel meiner Arbeit war es, ein Knockout-Modell zu entwickeln, anhand dessen die Funktion
der HCN4-Kanal-Untereinheit bei der Erzeugung rhythmischer Aktivität im Thalamus
untersucht werden kann. Zudem soll das Knockout-Modell dazu beitragen, die physiologische
Relevanz der HCN4-Kanal-Untereinheit im Thalamus und im Herzen zu klären. Zu Beginn
meiner Arbeit war der HCN4-Lokus der Maus nicht bekannt. Zur Planung der
Targeting-Vektoren musste zunächst die genomische Struktur und Sequenz des HCN4-Lokus
in der Maus geklärt werden. Anhand dieser Information konnte die Klonierung der
Targeting-Vektoren für einen konventionellen HCN4 Knockout und für eine transgene Maus
mit gefloxtem HCN4-Lokus durchgeführt werden. Mittels embryonaler Stammzelltechnologie
sollte dann ein konventioneller und ein konditioneller Knockout der
HCN4-Kanal-Untereinheit herbeigeführt werden.
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2 Material und Methoden
Die beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders vermerkt,
Sambrook et al. (1989) entnommen oder in Anlehnung daran modifiziert. 
2.1 Material
Die in dieser Arbeit benutzten Chemikalien wurden in p.A.-Qualität von den Firmen
AppliChem (Darmstadt), Biomol (Hamburg), Biorad (München), Biozym (Oldendorf), Difco
(Detroit/USA), Invitrogen (Groningen/Niederlande), Merck (Darmstadt), MWG (Ebersberg),
NEB (Schwalbach), Pharmacia (Uppsala/Schweden), Qiagen (Hilden), Riedel-de Haën
(Seelze), Sigma (Deisenhofen), und Serva (Heidelberg) bezogen. Radiochemikalien wurden
von Amersham (Little Chalfont/England) geliefert. Alle Lösungen wurden ausschliesslich mit
zweifach destilliertem Wasser hergestellt. Photometrische Messungen wurden mit einem
UV/VIS-Spektralphotometer („U-1100“, Hitachi) durchgeführt. Die Hersteller aller anderen
verwendeten Geräte, Materialien, sowie der verwendeten Enzyme und Proteine sind bei den
jeweiligen Methoden angegeben.
2.2 E.coli-Zell-Kultur
2.2.1 Verwendete Bakterienstämme und Plasmid-Vektoren
E.coli K12 XL1-Blue: (Bullock et al., 1987; Stratagene): recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 
hsdR17, supE44, relA1, lac, [F'proAB, lacIqZ∆M15, Tn10 (tetr)]; wurde zur Amplifizierung
 von Plasmid-Vektoren verwendet.
E.coli K802: (Blattner et al., 1977; Biolabs): e14-(McrA-), mcrB1, hsdR2, galK2, galT22,
supE44, metB1; wurde zur Infektion mit λ FIX®-II-Phagen verwendet.
E. coli 294-Cre: (Buchholz et al., 1996): F-, λ-, endA1, thi-1, hsdR17, supE44,
lacz::cI857-Cre; wurde zum Test der loxP-sites verwendet. Dieser Bakterienstamm wurde mir
freundlicher Weise von Dr. Jan Deussing, Max-Planck-Institut für Psychiatrie, München, zur
Verfügung gestellt.
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pBluescript SK(-): (Short et al., 1988; Stratagene): Dieser Vektor wurde für die Klonierung
von rekombinanter DNA verwendet. 
pPNT: (Tybulewicz et al., 1991): Dieser Vektor wurde mir freundlicher Weise von
Dr. Wolfgang Wurst, Institut für molekulare Neurogenetik, GSF-München, für den
konventionellen Knockout zur Verfügung gestellt. Der Vektor ist in Abbildung 3 dargestellt.
Abbildung 3: pPNT-Vektor (Tybulewicz et al., 1991). graue Pfeile = Promotoren; schwarze Boxen =
poly(A)-Adenylierungs-Sequenzen; weisse Boxen = kodierende Regionen (neo = Neomycin-Resistenz; hsv-tk =
Herpes Simplex Virus-Thymidinkinase).
neo-flox-8: Dieser Vektor wurde mir freundlicher Weise von Dr. Jan Deussing,
Max-Planck-Institut für Psychiatrie, München, für den konditionellen Knockout zur
Verfügung gestellt. Der Vektor ist in Abbildung 4 dargestellt.
Abbildung 4: neo-flox-8 Vektor. grauer Pfeil = Promotor; schwarze Box = Poly(A)-Adenylierungs-Sequenz;
offene Pfeile = loxP-site; weisse Box = kodierende Region (neo = Neomycin-Resistenz).
pPNT
7348 Bp
NotI XhoI
XbaI
BamHI
KpnI
EcoRI
HindIII
neo
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SphI
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2.2.2 Zusammensetzung und Herstellung der Kultur-Medien für E. coli 
Die Flüssigmedien wurden autoklaviert (20 min, 121°C) und bei Raumtemperatur (RT)
gelagert. Die Lösungen für die Agarplatten wurden autoklaviert und auf Petrischalen verteilt.
Bei Bedarf wurde Ampicillin (Endkonzentration: 100 µg/ml) kurz vor dem Giessen der
Platten in den auf 60°C temperierten Agar gegeben. Die Platten wurden zunächst über Nacht
(ü.N.) bei RT, danach bei 4°C gelagert. NZY-Top-Agarose wurde autoklaviert und aufgeteilt.
Die Lagerung erfolgt bei 4°C. 
LB (Luria Bertani)-Medium: 1 % Bactotrypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl
LB-Agar-Platten: 1,5 % Agar in LB-Medium
NZY-Medium: 1 % NZ-Amine, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl, 0,2 % MgSO4x7H20
NZY-Top-Agarose: 0,75 % Agarose in NZY-Medium
NZY-Agarplatten: 1,5 % Agar in NZY-Medium
2.2.3 Anzucht von E.coli-Bakterienkulturen
2.2.3.1 Anzucht von E.coli-Zellen zur Plasmid-Präparation
E.coli K12-Zellen einer Bakterienkolonie oder einer Vorkultur wurden 12 h in 5-500 ml
LB-Medium bei 37°C in einem Rotationsinkubator (New Brunswick) oder in einem
Warmluftschüttler (Braun-Dissel) vermehrt. Zur Selektion der Plasmide versetzte ich das
Medium mit 100 µg/ml Ampicillin.
2.2.3.2 Herstellung kompetenter Zellen zur Transformation mit Plasmid-Vektoren
Kompetente Zellen wurden durch eine Modifikation der CaCl2-Methode nach
Mandel & Higa (1970) hergestellt. Eine frisch beimpfte E.coli K12 bzw.
E.coli 294-Cre-Kultur wurde bis zu einer OD600 von ca. 0,4 angezüchtet, auf Eis abgekühlt
und zentrifugiert (5 min, 3.000 g, 4°C). Das Pellet wurde in 1/2 Kulturvolumen eiskalter 100
mM CaCl2-Lösung aufgenommen. Die Zellen wurden 20 min auf Eis gekühlt, erneut
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zentrifugiert und in 1/10 Kulturvolumen eiskalter 100 mM CaCl2, 25 % Glycerin-Lösung für
ca. 4 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert.
2.2.3.3 Herstellung von Mg2+-Zellen zur Infektion mit λ FIX®-II-Phagen
E.coli K802-Zellen züchtete ich bis zu einer OD600 von ca. 1,0 in LB-Medium mit
10 mM MgSO4, 0,2 % Maltose an. Die Zellen wurden zentrifugiert (5 min, 3.000 g, RT) und
in 10 mM MgSO4 resuspendiert, so dass die Suspension eine OD600 von 10 aufwies. Die
Lagerung erfolgte bei 4°C.
2.3 Plasmid-Präparationen 
Die DNA wurde grundsätzlich in TE bzw. TE/RNase aufgenommen:
TE: 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl pH 7,5-8,0
TE/RNase: TE mit 5 µl/ml RNasemix (Ambion, Austin/USA) 
2.3.1 Mini-Präparation durch alkalische Lyse nach Birnboim & Doly (1979)
Die Bakterienzellen (1,5 ml einer über Nachtkultur) wurden zentrifugiert
(1 min, 17.000 g, 4°C) und in 50 µl Lösung I resuspendiert. Durch Zugabe von
60 µl Lösung II wurden die Zellen lysiert. Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden
mit 75 µl Lösung III gefällt und durch Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4°C) abgetrennt. Die
Nukleinsäuren wurden mit 550 µl Ethanol gefällt und zentrifugiert (10 min, 17.000 g, 4°C).
Das Pellet wurde mit 500 µl 70 % Ethanol gewaschen (2 min, 17.000 g, 4°C), getrocknet und
in 20 µl TE aufgenommen. 
Lösung I: 50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCl pH 8,0
Lösung II: 0,2 M NaOH, 1 % SDS
Lösung III: 3 M KAc pH 4,8
16
2.3.2 Alkalische LiCl-Minipräparation
Die Bakterienzellen (3 ml einer über Nachtkultur) wurden pelletiert (1 min, 17.000 g, 4°C)
und in 150 µl Lösung I resuspendiert. Durch Zugabe von 180 µl Lösung II wurden die Zellen
lysiert. Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden mit 225 µl Lösung III präzipitiert.
Nach Zentrifugation (5 min, 17.000 g, 4°C) wurden die Nukleinsäuren mit 1,5 ml Ethanol aus
dem Überstand präzipitiert (3 min, 17.000 g, 4°C). Das Pellet resuspendierte ich in
60 µl 30 mM Tris/HCl pH 8,0. RNA wurde durch 100 µl 4 M LiCl gefällt und durch
Zentrifugation (5 min, 17.000 g, 4°C) abgetrennt. Die Plasmid-Vektoren wurden mit
500 µl eiskaltem Ethanol aus dem Überstand gefällt und sedimentiert (15 min, 5000 g, 4°C).
Das Pellet wurde in 100 µl TE/RNase resuspendiert und für 15 min bei 37°C inkubiert. Die
DNA reinigte ich durch Phenol-Chloroform-Extraktion (2.6.1) und Ethanol-Präzipitation
(2.6.2). Das Pellet wurde getrocknet und in 20 µl TE aufgenommen.
2.3.3 Alkalische LiCl-Präparation im grossen Massstab 
Die DNA wurde aus 250 ml Bakterienkultur präpariert. Die Bakterienzellen wurden pelletiert
(10 min, 5.000 g, 4°C), in 20 ml Lösung I (2.3.1) resuspendiert und mit 24 ml Lösung II
(2.3.1) lysiert. Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von
30 ml Lösung III (2.3.1) gefällt und pelletiert (10 min, 5.000 g, 4°C). Der Überstand wurde
mit dem gleichen Volumen an Isopropanol versetzt und zentrifugiert (10 min, 5.000 g, 4°C).
Anschliessend resuspendierte ich die DNA in 1,45 ml Wasser. Durch Zugabe von
2,5 ml 4 M LiCl und 50 µl 30 mM Tris/HCl pH 7,5 wurde die enthaltene RNA gefällt und
pelletiert (10 min, 5.000 g, 4°C). Die Plasmid-Vektoren wurden mit 10 ml Ethanol aus dem
Überstand gefällt und sedimentiert (15 min, 5.000 g, 4°C). Das Pellet wurde in
500 µl TE/RNase resuspendiert und für 15 min bei 37°C inkubiert. Die DNA reinigte ich
durch Phenol-Extraktion (2.6.1) und Ethanol-Präzipitation (2.6.2). Das Pellet wurde
getrocknet und in 300 µl TE aufgenommen. 
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2.4 Arbeiten mit einer λ FIX®-II-Phagen-Bibliothek
2.4.1 Titerbestimmung einer λ FIX®-II-Phagen-Bibliothek
Es wurden verschiedene Verdünnungen einer Phagensuspension in SM+-Puffer hergestellt.
Jeweils 1 µl wurde mit 50 µl „Mg2+-Zellen“ (2.2.3.3) für 15 min bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien-Phagen-Suspensionen wurden mit je 3,5 ml NZY-Topagar (auf 48°C vorgewärmt)
gemischt und auf ∅ 8,6 cm NZY-Agarplatten gegeben. Die Platten wurden bei 30°C bis zur
Lyse der Bakterien inkubiert (9-14 h). Anhand der gebildeten Plaques bestimmte ich den Titer
der eingesetzten Phagensuspension.
SM+-Puffer: 10 mM NaCl, 10 mM MgSO4, 0,01 % Gelatine in 50 mM Tris/HCl pH 7,5
2.4.2 Ausplattieren von λ FIX®-II-Phagen
Die λ FIX®-II-Phagen-Bibliothek wurde in einem geeigneten Volumen SM+-Puffer auf
NZY-Agarplatten gegeben. In der nachfolgenden Tabelle sind die Zahl der Plaque-bildenden
Einheiten, das verwendete Volumen an „Mg2+-Zellen“ sowie die Grösse der verwendeten
NZY-Agarplatten für die erste Hybridisierungsrunde („Grobscreen“) und die nachfolgende
Vereinzelungsrunde („Feinscreen“) aufgeführt: 
Mg2+-Zellen NZY-Topagar Plaque-bildende 
Einheiten NZY-Plattengröss
eGrobscreen 300 µl 10 ml 30.000–50.000 ∅ 14,5 cm
Feinscreen 50 µl 3,5 ml 30-200 ∅ 6 cm
Die weiteren Arbeitsschritte zur Identifizierung spezifischer Klone ("Plaquelifting",
Immobilisierung auf Nylonmembranen, Hybridisierung mit radioaktiven Sonden und
Autoradiographie) werden unter 2.8 beschrieben.
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2.4.3 Isolierung von λ FIX®-II-Phagen
Nach der Autoradiographie (2.8.1.5) ordnete ich die Signale auf dem Röntgenfilm den
entsprechenden λ FIX®-II-Phagen-Plaques auf den Agarplatten zu. Die entsprechenden
Regionen wurden mit Pasteurpipetten ausgestochen und mit 500 µl SM+-Puffer eluiert. Zur
Vereinzelung plattierte ich die eluierten Phagen erneut aus („Feinscreen“, 2.4.2). Ich führte
ein bis zwei Vereinzelungsrunden durch.
2.5 Isolation von genomischer DNA aus nativem Gewebe 
2.5.1 Präparation und Isolation von Gehirn
Es wurden adulte Mäuse (SV129J) männlichen Geschlechts mit Isofluran narkotisiert und
dekapitiert. Die Schädeldecke wurde vom Hinterhauptsloch ausgehend entfernt. Der Sehnerv
wurde durchtrennt und das Gehirn mittels Raspatorium entnommen. Das isolierte Gehirn
wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren.
2.5.2 Präparation gesamtgenomischer DNA aus Maus-Gehirn
Für die Präparation gesamtgenomischer DNA aus Maus-Gehirn homogenisierte ich ein
Gehirn in 2 ml Lysepuffer und 0,2 ml 10% SDS. Das Homogenisat wurde mit Lysepuffer auf
5 ml aufgefüllt und mit 0,2 mg/ml Proteinase K 4 h bei 37°C rotierend inkubiert. Die Lösung
wurde zentrifugiert (15 min, 17.000 g, 4°C). Den Überstand extrahierte ich dreimal mit
Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform. Die Lösung wurde mit
3 Volumen Ethanol überschichtet. Die an der Phasengrenze ausgefallene DNA wickelte ich
mit einer zugeschmolzenen Pasteurpipette auf. Die DNA wurde mit 70% Ethanol gewaschen
und in TE-Puffer gelöst.
Lysepuffer: 200 mM NaCl, 100 mM EDTA, 50 mM Tris/HCl pH 7,4 
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2.6 Reinigung und Trennung von DNA
2.6.1 Phenolextraktion
Verunreinigungen der DNA-Lösungen mit Proteinen und Lipiden wurden durch
Phenolextraktion entfernt. Das Phenol wurde zuvor mit TE pH 8,0 gesättigt. DNA-Lösungen
wurden mit dem gleichen Volumen eines 1:1 Phenol/Chloroform-Gemisches versetzt und zur
Trennung zentrifugiert (3 min, 15.000 g, RT). Die wässrige Phase extrahierte ich mit dem
gleichen Volumen Chloroform, um Phenolreste zu entfernen. Die DNA wurde anschliessend
mit Ethanol präzipitiert (2.6.2).
2.6.2 Ethanol-Präzipitation
DNA-Lösungen wurden mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 und dem
2,5-3 fachen Volumen Ethanol versetzt und zentrifugiert (10 min, 17.000 g, 4°C). Das Pellet
wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE oder Wasser aufgenommen.
2.6.3 Quantifizierung von DNA
2.6.3.1 Konzentrationsbestimmung mit Hilfe von Agarosegelen
Die Menge an DNA schätzte ich durch Vergleich mit einem auf dem selben Agarosegel
(2.6.4) aufgetragenen Grössen- und Mengenstandard (2.6.5) anhand der Intensität der Banden
ab.
2.6.3.2 Photometrische Bestimmung von DNA
Zur photometrischen Bestimmung der Konzentration von DNA wurde diese in TE verdünnt
und die Absorbtion bei 260 nm bestimmt. Ein Wert von 1,0 entspricht 50 µg DNA/ml
(bzw. 3 µg Oligonukleotide/ml). 
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2.6.4 Trennung von DNA durch Agarosegel-Elektrophorese
Mit der Agarosegel-Elektrophorese kann DNA für analytische und präparative Zwecke der
Grösse nach getrennt werden. Es wurden Gele mit 0,5-2 % Agarose eingesetzt. Die Agarose
wurde in 1 x TAE aufgekocht, bis sie vollständig gelöst war. Nach Abkühlung auf 60°C
wurde die Gellösung mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 1 µg/ml) versetzt und das Gel
gegossen. Die Proben wurden in 1 x TAE-Probenpuffer auf das erkaltete Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde mit 1 x TAE als Laufpuffer 10-30 min bei 90-120 Volt (V)
durchgeführt. Die DNA konnte durch die Interkalation des Ethidiumbromids in den DNA-
Doppelstrang unter UV-Licht (λ = 312 nm) sichtbar gemacht werden. 
50 x TAE pH 7,5: 2 M Tris, 50 mM EDTA 
10 x TAE-Probenpuffer: 0,25 % Xylencyanol, 50 % Glycerin, 1 x TAE
2.6.5 DNA-Grössen- und Mengenstandard
λ-DNA mit EcoRI/Hind III (MBI Fermentas, Vilnius/Litauen) geschnitten.
Fragmentgrössen: 21.226, 5.148, 4.973, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831,
564, 125 Bp. Die Konzentration betrug 67 ng/µl. Je Elektrophorese wurden
10 µl DNA-Grössen- und Mengenstandard eingesetzt.
2.6.6 Isolation von DNA aus Agarosegelen
Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen führte ich nach Heery et al. (1990)
durch. Der Deckel eines Eppendorfgefässes wurde entfernt, der Boden mit einer Kanüle
durchstossen und das Gefäss mit silanisierter Glaswatte gefüllt. Das ausgeschnittene
Agarosestück legte ich auf die Glaswatte. Das Reaktionsgefäss wurde in ein zweites
Eppendorfgefäss gesetzt und zentrifugiert (6 min, 7.000 g, RT). Das Eluat enthielt das
DNA-Fragment. Die Reinigungsausbeute betrug zwischen 30-50 %. 
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2.7 Manipulation von DNA
2.7.1 Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen
Es wurden Restriktionsenzyme der Firmen Boehringer (Mannheim) und NEB (Schwalbach)
verwendet. Die DNA inkubierte ich in 1 x Puffer (des Herstellers) bei der für das Enzym
optimalen Temperatur. Restriktionen mit mehreren Enzymen, wurden nach Möglichkeit in
einem Ansatz durchgeführt. War dies nicht möglich pufferte ich der Reaktionsansatz vor der
zweiten Restriktion, nach Phenol/Chloroform-Extraktion (2.6.1) und Ethanol-Präzipitation
(2.6.2), um. Es wurden 2 U Enzym/µg DNA eingesetzt. Maximal wurden 10 Volumenprozent
Enzymlösung zugesetzt. Analytische Ansätze mit DNA aus Minipräparationen (2.3.1) führte
ich in einem Volumen von 15 µl mit 0,1 µl RNasemix (Ambion, Austin/USA) durch. Das
Volumen präparativer Ansätze betrug 30-40 µl. Restriktionen von genomischer DNA führte
ich in einem Volumen von 100-500 µl durch.
2.7.2 Modifizierung von DNA-Fragmenten
2.7.2.1 Glätten überhängender Einzelstrang-Enden
Überhängende Einzelstrang-Enden wurden mit dem Klenow-Fragment der
E.coli DNA-Polymerase I (Boehringer, Mannheim) geglättet. Es wurden
2 U Klenow-Enzym pro µg DNA in beliebigem Restriktionspuffer mit 100 µmol dNTPs für
30 min bei 37°C inkubiert. Danach inaktivierte ich das Enzym 10 min bei 68°C.
2.7.2.2 Phosphorylierung der 5´-Enden 
PCR-Fragmente (2.9) weisen keine endständigen 5´-Phosphat-Gruppen auf. Daher wurden sie
vor der Ligation (2.7.3.1) phosphoryliert. Die DNA-Fragmente inkubierte ich mit
5-10 U T4-Polynukleotidkinase (NEB, Schwalbach) für 30 min bei 37°C in Kinasepuffer des
Herstellers mit 1 mM ATP. Die Kinase inaktivierte ich 10 min bei 68°C. 
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2.7.2.3 Dephosphorylierung geschnittener Vektoren
Um eine Religation zu vermeiden wurden glatte oder überhängende Enden geschnittener
Vektor-DNA mit alkalischer Phosphatase (Boehringer, Mannheim) dephosphoryliert. Dazu
wurden 0,5-1 µg geschnittener Vektor, 5 µl 10 × Phosphatasepuffer (des Herstellers) und
0,04 U alkalische Phosphatase in einem Endvolumen von 50 µl für 30 min bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 µl 0,5 M EGTA und 10 min bei 68°C beendet. Die
DNA wurde aus einem Agarosegel gereinigt (2.6.6) und Phenol/Chloroform extrahiert (2.6.1).
2.7.3 Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmid-Vektoren
2.7.3.1 Ligation
Zur Ligation mischte ich geschnittenen, dephosporylierten Plasmid-Vektor und einen
3-5 fachen molaren Überschuss an Insert-DNA in 1 x Ligasepuffer (Boehringer, Mannheim).
Wenn die Fragmente komplementäre, überhängende Einzelstrang-Enden aufwiesen, wurde
mit 0,5 U T4-DNA-Ligase (Boehringer, Mannheim) 10-30 min bei RT ligiert. Zur Ligation
von glatten Enden wurde mit 5 U T4-DNA-Ligase (Pharmacia, Uppsala/Schweden) ü.N. bei
16°C inkubiert. In beiden Fällen betrug das Volumen des Ligationsansatzes 10-15 µl. 
2.7.3.2 Transformation von Ligationsprodukten
Die Hälfte des Ligationsansatzes wurde mit 10 µl 10 x CM-Puffer gemischt, mit Wasser auf
100 µl aufgefüllt und auf Eis gekühlt. Der Ansatz wurde mit 100 µl kompetente Zellen
(2.2.3.2) gemischt und für 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzepuls (1 min, 42°C) und
einer Abkühlungsphase (20 min auf Eis) gab ich 500 µl LB-Medium (2.2.2) zu. Der Ansatz
wurde für 20-35 min bei 37°C unter Schütteln inkubiert. In dieser Zeit wurde die
Antibiotika-Resistenz ausgeprägt. Die Zellen wurden auf LB-Agar mit geeignetem
Antibiotikum (2.2.2) ausplattiert und ü.N. bei 37°C inkubiert.
10 x CM: 100 mM CaCl2, 400 mM MgCl2
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2.7.3.3 Retransformation
Um Plasmid-Vektoren erneut von Bakterien amplifizieren zu lassen führte ich eine
Retransformation durch. Dazu versetzte ich 0,5-1 µl Plasmid-Vektor mit 30 µl kompetenten
Zellen und inkubierte 1 min bei 42°C. Den Ansatz plattierte ich nach Zugabe von 100 µl
LB-Medium auf LB-Agar mit Antibiotikum.
2.8 Nachweis spezifischer DNA
2.8.1 Nachweis von DNA
2.8.1.1 Transfer und Immobilisierung von DNA auf Nylonmembranen („Southernblot“)
Der Transfer von DNA auf Membranen wurde nach Meinkoth & Wahl (1984) durchgeführt.
Die DNA wurde in einem Agarosegel aufgetrennt (2.6.4). Das Gel wurde 15 min in
Denaturierungslösung und 15 min in Neutralisierungslösung inkubiert. Die DNA wurde durch
Diffusion mit 20 x SSC in 4-12 h auf eine Nylonmembran („Qiabrane“ von Quiagen, Hilden)
transferiert. Die DNA immobilisierte ich in einem „Stratalinker“ (Stratagene, Heidelberg)
durch UV-Licht (λ = 254 nm, 0,12 J/cm²).
Denaturierungslösung: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl
Neutralisierungslösung: 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/HCl pH 7,5
20 x SSC: 0, 3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat pH 7,0
2.8.1.2 Transfer und Immobilisierung von λ FIX®-II-Phagen-DNA
Die λ-Phagen-DNA überführte ich durch „Plaquelifting" nach Benton & Davis (1977) von
Agarplatten auf Nylonmembranen („Qiabrane“ von Quiagen, Hilden). Die Orientierung der
Filter auf den Agarplatten markierte ich mit Einstichen durch die Filter in den Agar. Die Filter
wurden nach 5 min von den Platten abgezogen, 5 min denaturiert und 5 min neutralisiert
(2.8.1.1).
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2.8.1.3 Radioaktive Markierung spezifischer DNA-Sonden
DNA wurde durch spezifische DNA-Sonden nachgewiesen, die mit der „Random
priming“-Methode nach Feinberg & Vogelstein (1983) radioaktiv markiert wurden. Die
Markierung führte ich mit dem "Megaprime DNA Labelling Kit" (Amersham Life Science,
Little Chalfont/England) nach den Angaben des Herstellers durch. Als Radionuklid
diente [ α-32P]-dCTP (spezifische Aktivität > 6.000 Ci/mM). Nicht eingebaute Nukleotide
wurden durch Gelfiltration mit Sephadex G75 (Pharmacia, Uppsala/Schweden) abgetrennt.
Die Markierungseffizienz bestimmte ich in einem Szintillationszähler („Tricarb 2000 CA“,
Packart).
2.8.1.4 Hybridisierung von immobilisierter DNA mit DNA-Sonden
Die Bedingungen für die Hybridisierung an „Southernblots“ (2.8.1.1), genomischer DNA,
immobilisierter λ FIX®-II-Phagen-DNA (2.8.1.2) oder immobilisierter Plasmid-DNA (2.3)
mit radioaktiv markierten DNA-Sonden (2.8.1.4) sind hier zusammengefasst. Es wurde bei
65°C hybridisiert.
Prähybridisierung:
In 5 x SET, 5 x Denhardt´s Reagens, 0,1 % SDS, 0,1 mg/ml Heringssperma-DNA für 1-4 h
Hybridisierung:
[ α-32P]-dCTP-markierter DNA-Sonde (1 x 106 cpm/ml) in Prähybridisierungslsg. für 2-14 h
Waschen (2x):
1 x SET, 0,1 % SDS für 20 min
Spezifische Hybride, die aus DNA und radioaktiv markierten DNA-Sonden bestanden,
wurden 1-48 h bei -80°C unter Verwendung von Verstärkerfolien durch Autoradiographie
(„XAR5“-Röntgenfilm, Kodak) nachgewiesen.
1 x SET: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, in 20 mM Tris/HCl pH 7,4
1 x Denhardt´s Reagens: 0,02 % Rinderserum-Albumin, 0,02% Ficoll 400,
0,02% Polyvinylpyrrolidon
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2.9 Polymerase-Ketten-Reaktion („PCR“)
Mit der PCR (Mullis et al., 1986) können DNA-Fragmente amplifiziert werden. In
20-40 Zyklen wurde die Matrizen-DNA („Template“) hitzedenaturiert und mit geeigneten
Oligonukleotiden („Primern“) hybridisiert. Die Primer wurden mit Hilfe einer hitzestabilen
Polymerase verlängert. Das PCR-Fragment konnte über Schnittstellen oder nach
Klenow-Reaktion (2.7.2.1) und Phosphorylierung (2.7.2.2) in einen Vektor kloniert werden
(2.7.3.1). 
2.9.1 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden
Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesegerät („Synthesizer 391“, Applied Biosys-
tems) hergestellt. Die Oligonukleotide wurden ü.N. durch Inkubation in 32 % iger
Ammoniaklösung (55°C) von bei der Synthese entstandene Schutzgruppen abgespalten. Nach
dem Abdampfen des Ammoniaks wurden die Oligonukleotide durch Ethanolpräzipitation
(2.6.2) gereinigt.
2.9.2 Bedingungen für PCR
Die PCR wurden in einem "DNA Thermal Cycler" (Perkin Elmer) oder in einem
"TRIO-Thermoblock" (Biometra) durchgeführt. Der Ansatz wurde zu Beginn bei 94°C für
3 min denaturiert und anschliessend einer Folge von zyklischen Schritten unterworfen. Bei
94°C wurde für 45 sek denaturiert und bei der niedrigeren Schmelztemperatur (Tm) der beiden
eingesetzten Oligonukleotide für ca. 45 sek hybridisiert. Die Schmelztemperatur Tm ist die
Temperatur, bei der das (kleinere) Oligonukleotid (noch) an eine komplementäre
DNA-Matrize bindt. Sie wird nach folgender Formel bestimmt (Fehlpaarungen im 5´-Bereich
des Primers bleiben bei der Berechnung unberücksichtigt):
Tm = (Anzahl der G/C-Nukleotide) x 4°C + (Anzahl der A/T-Nukleotide) x 2°C -4°C 
Zur Verlängerung der hybridisierenden Primer durch die Polymerase wurde bei 72°C
inkubiert. Die Zeitspanne der Inkubation richtete sich nach der Länge des zu amplifizierenden
Fragmentes (1 min für 1 kB). Ich verwendete folgende Polymerasen mit dem Puffer des
jeweiligen Herstellers: Taq-Polymerase (Boehringer, Mannheim) und
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GC-Rich-PCR-System-Polymerase (Boehringer, Mannheim) und Thermoprime
Plus-Polymerase (ABGene).
2.9.2.1 PCR mit Plasmid-Vektor als Matrize
Ein 100 µl PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:
20-50 ng Matrizen-DNA
je 300 ng 5‘ und 3‘-Primer
20 bzw. 10 µl PCR-Puffer (5 x bzw. 10 x) für die jeweilige Polymerase
1 µl 20 mM dNTP
1-2,5 U hitzestabile Polymerase 
Es wurden maximal 25 Zyklen durchgeführt.
2.9.2.2 Reinigung der PCR-Produkte
PCR-Produkte reinigte ich durch Phenolextraktion (2.6.1) und Ethanol-Präzipitation (2.6.2).
Um PCR-Produkte in Plasmid-Vektoren zu klonieren, trug ich die gereinigte DNA auf ein
Agarosegel auf (2.6.4) und eluiert die Fragmente aus dem Gel (2.6.6).
2.9.2.3 Hybridisierung von Oligonukleotiden zur Generierung doppelsträngiger DNA
Um doppelsträngige DNA-Fragmente zu erhalten wurden zwei komplementäre Oligos
miteinander hybridisiert. Die Hybridisierung wurden in einem "TRIO-Thermoblock"
(Biometra) durchgeführt. Jeweils 0,25 µg der beiden Oligos wurde zusammen für 10 min bei
94°C in PCR-Puffer inkubiert. Das Gemisch wurde langsam (0,04°C/s) auf 22°C abgekühlt.
Die DNA wurde gefällt und mit Restriktionsenzymen geschnitten.
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2.10 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung erfolgte mit einem Sequenziergerät („LICOR DNA Sequencer Long
ReadIR 4200" von MWG-Biotech (Ebersberg). Die Sequenziermethode beruhte auf der
Didesoxy-Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977). Die DNA-Markierung erfolgte
durch eine PCR mit IRD800-Fluorophor-markierten Oligonukleotiden (2.10.2). Zur
Sequenzauswertung wurde die Software des Herstellers, sowie die Programme PCGene
(Bairoch, 1991) und PCSupp (Dr. W. Bönigk) eingesetzt.
2.10.1 Sequenzier-Reaktion
Es wurde das „Thermo Sequenase“-Kit von Amersham (Little Chalfont/England) verwendet
und dem Protokoll des Herstellers gefolgt. Pro kB der zu sequenzierenden DNA setzte ich
ca. 65 ng DNA ein. Der DNA fügte ich 1,6 pmol IRD800-Fluorophor-markierten Primer zu.
Der Ansatz wurde mit Wasser auf ein Endvolumen von 7 µl aufgefüllt und zu je 1,5 µl auf
vier PCR-Reaktionsgefässe aufgeteilt. Je 0,5 µl der vier Terminationsmixe wurden mit dem
gleichen Volumen Wasser verdünnt und jeweils zu einem der vier 1,5 µl-Aliquots gegeben.
Die Ansätze überschichtete ich mit 20 µl „Chill-out 14 Liquid“-Wachs (MJ Research) und
führte eine PCR (2.10.2) durch.
2.10.2 PCR zur Sequenzierung
Die PCR wurde mit den Sequenzieransätzen (2.10.1) unter folgenden Bedingungen
durchgeführt: 2 min bei 94 °C, 30 Zyklen (50 sek bei 94 °C, 50 sek bei der Tm der
Sequenzieroligonukleotide und 1 min bei 70°C). Nach der PCR wurden die Ansätze mit
3 µl Licor-Stopp-Puffer gemischt. Die Proben wurden auf ein Sequenziergel (2.10.3)
aufgetragen.
Licor-Stopp-Puffer: 15 % Formamid, 20 mM EDTA, 0,1 % Xylen Cyanol
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2.10.3 Acrylamid-Gelelektrophorese zur Sequenzierung
Es wurden 60 ml einer 4,6 % Gellösung mit 350 µl 10 % APS und 50 µl TEMED versetzt.
Die Gellösung brachte ich mit einer Plastikspritze durch einen Sterilfilter zwischen die
Gelplatten ein. Ein Plastikkamm wurde in das Gel eingeschoben, um eine glatte Oberfläche
zu erzeugen. Nach 1 h war die Polymerisation der Gellösung abgeschlossen. Nach dem
Befestigen des Gels im LICOR-Gerätes wurden die Pufferkammern angebracht und mit
1 x TBE gefüllt. Nach einem Vorlauf von 45 min wurden je 1,6 µl der PCR-Proben (2.10.2)
in die Taschen eines "Haifischzahn"-Kamms aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte ü.N.
bei 2200 V, 45 W und 45°C. Die Leseweiten betrugen zwischen 600-1100 Bp.
10 x TBE pH 8,5 (50°C): 1,34 M Tris, 25 mM EDTA, 450 mM Borsäure
4,6 % Gellösung (60 ml): 21 g Harnstoff, 5 ml 10 x TBE, 0,5 ml DMSO, 30,5 ml Wasser,
5,6 ml Acrylamid („Rapid Gel XL“ von USB, Bad Homburg)
2.11 Funktionalitätstest von loxP-sites
Zum Test von loxP-sites verwendete ich E.coli 294-Cre-Zellen. Die Zellen wurden mit den
zu testenden Plasmid-Vektoren transformiert. Da E.coli 294-Cre nur eine sehr geringe Menge
Plasmid-Vektoren amplifiziert, wurden die Plasmid-Vektoren nach der Isolation in E.coli K12
transformiert. Anhand der aus E.coli K12 isolierten Plasmid-Vektoren konnte die
Funktionalität der loxP-sites überprüft werden. Zur Analyse wurden die Plasmide mit
Restriktionsenzymen (2.7.1) geschnitten und in einem Agarosegel (2.6.4) aufgetrennt.
2.12 Kultivierung der embryonalen Stammzellen (ES-Zell-Kultur)
2.12.1 Isolation von embryonalen Fibroblasten 
Zur Isolation von embryonalen Fibroblasten (Feeder-Zellen) wurde eine schwangere Maus
(15 dpc) getötet. Der Uterus wurde präpariert und in PBS überführt. Die Embryonen wurden
entnommen und von Membrangewebe gesäubert. Der Kopf und die Innereien der Embryonen
wurden entfernt. Das Gewebe wurde dreimal mit je 35 ml PBS gewaschen, mit einem
Skalpell mechanisch zerkleinert und in 10 ml Trypsin-EDTA aufgenommen. Das Gemisch
wurde mit 200 µl DNAse I (10 mg/ml) für 15 min bei 37°C inkubiert und mit 50 ml
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Trypsin-EDTA durch ein steriles Teflon-Sieb gepresst. Der Trypsin-Verdau wurde 30 min bei
37°C geschüttelt und durch Feeder-Zell-Medium gestoppt. Die entstandene
Feeder-Zell-Suspension wurde zentrifugiert (5 min, 17.000 g, RT). Das Pellet wurde zweimal
mit Zell-Medium gewaschen und in 10 ml Zell-Medium aufgenommen. Anhand eines 100 µl
Aliquots wurde die Zahl der lebenden Zellen in einer Neubauer-Zählkammer mit Hilfe von
Trypan-Blue-Lösung (65 % Trypan-Blue solution, 35 % PBS) bestimmt. Trypan-Blue färbt
tote Zellen blau. Die Zellzahl lag zwischen 3 x 107/10 Embryonen. Die Feeder-Zellen wurden
in 25 ml Medium auf Ø 15 cm Gewebekulturschalen plattiert, bis zur Konfluenz kultiviert
und in flüssigem Stickstoff kryokonserviert. 
PBS: 170 mM NaCl, 3,5 mM KCL, 8 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4
Trypsin/EDTA: 1 % Trypsin (DIFCO), in Saline EDTA-Puffer pH 7,2
Saline EDTA-Puffer pH 7,2: 500 µM EDTA, 140 mM NaCl, 2,5 mM KCL,
6,5 mM Na2HPO4, 1,4 mM KH2PO4, 1 mM Glucose
Feeder-Zell-Medium: 10 % GIBCO-ES FCS Kälberserum (Hitze inaktiviert, 30 min, 56°C),
104 M GIBCO-ß-Mercaptoethanol (500 x), 2 mM Glutamine, in Dulbeccos’ Modified Eagles
Medium (high glucose + Na-Pyruvate)
2.12.2 Vorbereitung von Feeder-Zellen für die ES-Zell-Kultur
Bei Bedarf wurden Feeder-Zellen auf Ø 15 cm Schalen ausgesät und ca. 3 Tage bei 37°C und
5 % CO2 kultiviert. Die Zellen wurden pelletiert, in 15 ml Medium aufgenommen und für
2,5 h bei 37°C, 5 % CO2 mit 150 µl Mitomycin C (1mg/ml) behandelt. Mitomycin C ist ein
Zytostatikum. Zellen sind nach der Behandlung nicht mehr teilungsfähig. Die Feeder-Zellen
wurden gewaschen und mit Trypsin-EDTA inkubiert. Sobald sich die Zellen vom Boden
abgelöst hatten, wurde die Reaktion durch Zugabe von Medium gestoppt. Die Zellen wurden
in 7,5 ml bei einer Dichte von 104 Zellen/cm2 auf Ø 10 cm Platten ausgesät. Nach 24 h
konnten die Feeder-Zellen für die ES-Zell-Kultur verwendet werden.
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2.12.3 Kulturbedingungen für ES-Zellen
ES–Zellen wurden in ES-Zell-Medium mit LIF (leukaemia inhibitory factor, GIBCO) bei
37°C, 5 % CO2 auf Ø 10 cm Petrischalen mit Feeder-Zellen kultiviert. Das ES-Zell-Medium
wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
1,5 ml Trypsin/EDTA bei 37°C, 5 % CO2 10 min lang abgelöst. Zell-Aggregate wurden durch
mehrmaliges Pipetieren gelöst. Ein Teil der Zellen wurde zur Zellerhaltung in 10 ml ES-Zell-
Medium ohne LIF resuspendiert und zentrifugiert (5 min, 110 g, RT). Das Pellet wurde in
ES-Zell-Medium mit LIF aufgenommen und zu 2 x 106 Zellen auf Ø 10 cm Petrischalen mit
Feeder-Zellen verteilt. Die verbleibenden Zellen wurden für die Elektroporation verwendet.
Zur Langzeitlagerung wurden ES-Zellen, nach der Trypsin-Behandlung zentrifugiert
(5 min, 110 g, RT) und bei 4°C in 1,5-2 ml ES-Zell-Medium resuspendiert. Die Zellen
wurden 1:1 mit ES-Zell-Gefrier-Medium verdünnt und zu ~ 5 x 106 Zellen/ml in einen
vorgekühlten -80°C Gefrier-Kontainer (styrofoam container, Sarstedt) gelagert. Am nächsten
Tag wurden sie in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
ES-Zell-Medium: 15 % GIBCO-ES FCS Kälberserum (Hitze inaktiviert, 30 min, 56°C), 
10-4 M GIBCO-ß-Mercaptoethanol (500 x), 2 mM Glutamine, in Dulbeccos’ Modified Eagles
Medium (high glucose + Na-Pyruvate)
LIF: LIF von GIBCO für TBV- oder E14-Zellen , 1000 Units/ml ES-Zell-Medium 
ES-Zell-Gefrier-Medium: 50 % Fötales Kälberserum, 20 % DMSO, in 2 x ES-Zell-Medium
2.12.4 Elektroporation von ES-Zellen
Bei der Elektroporation werden biologische Membranen durch kurze elektrische Impulse
vorübergehend permeabilisiert. Während dieser Phase kann ein Stoff (z.B. DNA) durch die
Membran transportiert werden. 
Zur Elektroporation wurden 7 x 106 ES-Zellen mit 20 µg linearisierter DNA in einem
Volumen von 900 µl in eine Elektroporations-Küvette gegeben. Die Suspension wurde bei
0,24 kV und 500 µF bei RT elektroporiert. Die Suspension wurde für 10-20 min bei RT
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belassen. Die Zellen wurden anschliessend auf G418 (Gibco) resistente Feeder-Zellen in
frischem ES-Zell-Medium verteilt. 
2.12.5 Identifikation, Anzucht und Auswahl von resistenten ES-Zell-Kolonien
Die Selektion in G418 begann 24-48 h nach der Elektroporation. Dem Medium wurden
200 µg G418 und 2 µM Glancyclovir (Cytovene, Syntex) pro ml zugesetzt. Als Kontrolle
wurde eine Platte nur mit G418 behandelt. Die Selektion wurde für 6-8 Tage aufrecht
erhalten. Die resistenten Klone wurden analysiert. Hierzu wurden ca. 300 Klone in eine
96-Loch Platte (96-Well-Platte) mit Feeder-Zellen überführt. Nach 24 h wurden die Kolonien
mit 30 µl Trypsin-EDTA abgelöst. Zell-Aggregate wurden durch mehrmaliges Pipettieren
zerstört und die Zellen auf 96-Well-Platten mit Feeder-Zellen verteilt. Die Zellen wurden 48 h
kultiviert. Danach wurden sie mit ES-Zell-Medium und PBS gewaschen, trypsiniert und mit
je 50 µl ES-Zell-Medium auf zwei 96-Well-Platten mit Feeder-Zellen geteilt. Die Zellen
zweier korrespondierender Platten wurden nach 48 h auf zwei 96-Well-Platten mit
Feeder-Zellen und zwei gelatinisierte 96-Well-Platten verteilt. Nach 2-3 Tagen konnten die
Zellen auf den gelatinisierten Platten durch Mini-Southern (2.12.6) analysiert werden.
Zur Langzeitlagerung wurden ES-Zellen abgelöst und in jedes Well wurden 70 µl kaltes
ES-Zell-Medium und 100 µl kaltes zweifach Gefrier-Medium gegeben. Die 96-Well-Platten
mit Feeder-Zellen wurden mit Parafilm verschlossen und in einen vorgekühlten -80°C
Gefrier-Kontainer (styrofoam container, Sarstedt) gelagert. 
2.12.6 Mini-Southernblot
Die Zellen wurden auf den gelatinisierten 96-Well Platten kultiviert bis sich das Medium gelb
verfärbte. Zur DNA-Präparation wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit
50 µl Lysispuffer pro Well bei 50°C inkubiert. Nach 12 h wurden die Platten 2 min bei
2500 rpm zentrifugiert und in jedes Well wurden 100 µl eines NaCl/Alkohol Gemischs
(75 mM NaCl in EtOH) gegeben. Die Platten wurden 30 min bei RT geschüttelt bis die DNA
ausfiel. Es wurde 2 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Die
restliche Flüssigkeit wurde entfernt und jedes Well wurde dreimal mit
150 µl einer 70 % Ethanol-Lösung gewaschen. Die DNA wurden bei RT getrocknet. 
Zur Analyse der DNA durch Southernblot wurde jedes Well wurden mit 30 µl einer Lösung
aus 1 x Inkubationspuffer (des jeweiligen Herstellers), 4 mM Spermidine und
32
100 µg/ml RNase bei inkubiert. Nach einer Stunde wurden je Well 10 U Restriktionsenzyms
zugegeben. Die Restriktion erfolgte ü.N. bei der für das Enzym optimalen Temperatur. Die
Restriktionsansätze wurden mit Elektrophorese Laufpuffer gestoppt. Die DNA wurde in einer
Agarosegel-Elektrophorese (2.6.4) aufgetrennt und durch Southernblot (2.8.1.1) auf eine
Membran transferiert.
Lysispuffer: 1 M Tris/HCl, 0,5 M EDTA, 5 M NaCl, 20 % Sarcosyl, 20 mg/ml Proteinase K
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3 Ergebnisse
Elektrophysiologisch wurden HCN-Kanäle in verschiedenen Neuronen des Gehirns
nachgewiesen. Besonders gut untersucht wurden sie in den Neuronen des Thalamus.
HCN-Kanäle spielen im Thalamus bei der Erzeugung und Regulation rhythmischer
Aktivierungsmuster eine wichtige Rolle. Auf Grund des Expressionsmusters und der
langsamen Kinetik liegt es nahe, dass die HCN4-Kanal-Untereinheit massgeblich an der
Erzeugung von rhythmischer Aktivität im Thalamus beteiligt ist. Ziel der Arbeit war es ein
HCN4 Knockout-Modell zu entwickeln, anhand dessen die Rolle der
HCN4-Kanal-Untereinheit in einzelnen Zellen und neuronalen Netzwerken des Thalamus
geklärt werden kann. 
Der Ergebnisteil gliedert sich in 3 Teile. Teil 3.1 beschreibt die Suche nach dem HCN4-Lokus
in einer genomischen SV129J Bibliothek und die Klärung der genomischen Struktur des
HCN4-Lokus. Teil 3.2 schildert die Klonierung der Targeting-Vektoren für einen
konventionellen Knockout (3.2.1) und einen konditionellen Knockout (3.2.2). In Teil 3.3 wird
die Identifikation der rekombinaten ES-Zell-Klone und die Erzeugung von chimären Mäusen
beschrieben.
3.1 Klärung der genomischen Struktur des HCN4-Lokus der Maus
Um die Planung der Targeting-Vektoren durchführen zu können, musste ich zunächst einen
Teil der genomischen Sequenz des Maus HCN4-Lokus ermitteln. Hierzu verwendete ich eine
genomische Bibliothek des Maus-Stammes SV129J in λ-FIX®-II-Phagen. In Mäusen dieses
Stammes soll später der Knockout des HCN4-Gens durchgeführt werden. Die Phagen-DNA
wurde auf Filter übertragen, immobilisiert und die Filterabzüge mit einer spezifischen,
radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Hybridisierende λ-Phagen vereinzelte ich und
präparierte die Phagen-DNA. Die DNA-Inserts wurden in den Plasmid-Vektor
pBluescript SK(-) umkloniert, analysiert und sequenziert.
3.1.1 Isolation der genomischen Sequenz des HCN4-Lokus der Maus
Zur Identifikation von genomischen HCN4-Sequenzen wurde die
λ-FIX®-II-Phagen-Bibliothek mit radioaktiv markierten DNA-Sonden durchsucht. Als
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Sondenmatrize verwendete ich ein PCR-Fragment, das ich mit den Primern #2162 und #2549
auf humaner HCN4-cDNA amplifizierte. Dieses Fragment entspricht dem Bereich, der für die
transmembranalen Segmente und die Pore kodiert. Dieser Bereich wurde gewählt, da der
Knockout des HCN4-Gens durch die Entfernung des für die Pore kodierenden Exons
herbeigeführt werden soll. Ohne Pore können keine funktionellen Kanal-Untereinheiten
gebildet werden. Für die Klonierung der Targeting-Vektoren war es deshalb erforderlich, die
genomische Struktur des Bereichs, der für die Pore kodiert, sowie der flankierenden
Sequenzen zu kennen. In den HCN-Kanal-Untereinheiten sind die für die transmembranalen
Segmente und die Pore kodierenden Sequenzen stark homolog, so dass mit der verwendeten
Sonde ebenfalls Phagen identifiziert werden konnten, die Sequenzen der anderen
HCN-Kanal-Untereinheiten beinhalten. Mit Hilfe dieser Phagen könnte später ebenfalls die
genomische Struktur der anderen HCN-Kanal-Untereinheiten geklärt werden.
Es wurden ca. 560.000 Phagen der genomischen SV129J λ-FIX®-II-Phagen-Bibliothek
ausplattiert. Die Filterabzüge (Blots) wurden bei 62°C hybridisiert. Es wurden drei positive
Klone isoliert (λ-1a1, λ-14b2, λ-15a1). Die Phagen-DNA wurde präpariert, mit
Restriktionsenzymen geschnitten, geblottet und immobilisiert. Die Blots wurden bei 62°C mit
der Sonde hybridisiert. Die positiven Fragmente wurden in den Plasmid-Vektor
pBluescript SK(-) umkloniert und ansequenziert. Die ermittelte Sequenz des aus dem Phagen
λ-1a1 isolierten Fragments entspricht dem für die Pore und für das transmembranale Segment
S6 kodierenden Exon des HCN4-Gens. Das aus dem Phagen λ-15a1 isolierte Fragment enthält
das für die transmembranalen Segmente S1-S4 kodierende Exon und einen grossen Teil des
5’-wärts gelegenen Introns. Die Sequenz des aus dem Phage λ-14b2 isolierten Fragments
entspricht einem Teil des HCN3-Lokus. 
Da ich für die Konstruktion der Targeting-Vektoren die Bereiche 5‘- bzw. 3’-wärts des für die
Pore kodierenden Exons benötigte, klonierte ich das 9,5 kBp grosse Insert des Phagen λ-1a1
als HincII-Fragment in den Plasmid-Vektor pBlueskript SK(-) um. Hierzu wurde die DNA
des Phagen λ-1a1 mit HincII geschnitten und das Insert gelelektrophoretisch isoliert. Die
9,5 kBp grosse Bande wurde aus dem Agarosegel eluiert und in die EcoRV-Klonierungsstelle
des Plasmidvektors pBlueskript SK(-) ligiert. Das Insert des entstandenen Partialklons
pBKlon 30 wurde vollständig sequenziert, um Informationen über die Bereiche 5‘- bzw.
3’-wärts des für die Pore kodierenden Exons zu erhalten. Das 5’-Ende des Inserts liegt im
Intron 6422 Bp 5’-wärts des Exons das für das transmembranale Segmente S5 kodiert. Das
3’-Ende des Inserts liegt im Intron 1131 Bp 3’-wärts des für die Pore und das
transmembranale Segment S6 kodierenden Exons. Zwischen dem 162 Bp grossen für das
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transmembranale Segment S5 kodierenden Exon und dem 219 Bp grossen für die Pore und
das transmembranale Segment S6 kodierenden Exon liegt ein 1981 Bp grosses Intron. Für die
Konstruktion der Targeting-Vektoren reichte der Sequenzbereich 3’-wärts des für die Pore
und das transmembranale Segment S6 kodierende Exons jedoch nicht aus (Erläuterung unter
Punkt 3.2). Es war notwendig eine zweite Hybridisierungsrunde durchzuführen. Hierzu
wurden erneut 560.000 Phagen der genomischen DNA-Bibliothek ausplattiert. Als spezifische
Sonde diente ein SacI/PstI-Fragment des Partialklones pBKlon 30. Das 5’-Ende des
Fragments liegt im Intron an Position -461 Bp 5’-wärts des für die Pore und das
transmembranale Segment S6 kodierenden Exons. Das 3’-Ende liegt an Position 589 Bp
3’-wärts des für die Pore und die transmembranale Region S6 kodierenden Exons. Das
Restriktionsfragment wurde gelelektrophoretisch gereinigt und radioaktiv markiert. Die
Hybridisierung erfolgte bei 62°C. Ein positiver Phage (λ-22c1) konnte isoliert werden. Die
Phagen-DNA wurde präpariert, mit Restriktionsenzymen geschnitten, auf Filter übertragen
und immobilisiert. Die Blots wurden bei 62°C mit der Sonde hybridisiert. Es wurde ein
positives, 11,7 kBp grosses XbaI-Fragmente in den Plasmid-Vektor pBluescript SK(-)
umkloniert. Hierzu wurden die Fragment-Enden geglättet. Das Fragment wurde
gelelektrophoretisch isoliert, aus dem Agarosegel eluiert und in die EcoRV-Klonierungsstelle
des Plasmid-Vektors pBlueskript SK(-) ligiert. Der entstandene Partialklon pBKlon 13 wurde
sequenziert. Das 5’-Ende der ermittelte Sequenz liegt im Intron -92 Bp 5’-wärts des für das
transmembranale Segment S5 kodierenden Exons, das 3’-Ende liegt ausserhalb des
HCN4-Lokus.
3.1.2 Sequenzierung der genomischen DNA 
Zur Sequenzierung wurden die Partialklone pBKlon 30 und pBKlon 13 mit verschiedenen
Restriktionsenzymen in Fragmente unterschiedlicher Grösse gespalten. Die
Restriktionsfragmente wurden in den Plasmid-Vektor pBluescript SK(-) umkloniert und mit
den Sequenzierprimern #9001 und #9002 sequenziert. Durch Vergleich der cDNA-Sequenz
mit den genomischen Sequenzen wurden die Intron/Exon Grenzen für den Genbereich
ermittelt. Anhand der Sequenzinformationen wurde, mit Hilfe von Dr. W. Wurst von der GSF
in München, die Planung der Targeting-Vektoren für die Knockout-Modelle durchgeführt. Im
Verlauf meiner Doktorarbeit wurde die gesamte Sequenz des HCN4-Lokus in der
ENSEMBL-Datenbank veröffentlicht (ENSMUSG00000032338) (Gegory et al., 2002). Die
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von mir ermittelte Sequenz wurde anhand der Datenbank vervollständigt. Anhand der
Sequenzen aus der Datenbank wurde eine Computer-gestützte Analyse des HCN4-Promotors
durchgeführt, die im Anhang unter Punkt 6.2 dargestellt wird.
Abbildung 5: Schematische Darstellung des HCN4-Lokus der Maus. (A) Die Exons sind als Balken
unterhalb der Sequenz dargestellt Der HCN4-Lokus ist 35 kBp lang und besteht aus acht Exons. Die relative
Lage der subklonierten Phagen-Inserts ist oberhalb des Lokus dargestellt. (B) Grösse der Exons und Introns des
HCN4-Lokus. (C) Zuordnung der Exons zu den Proteindomänen. Das Exon, durch dessen Entfernung der
Knockout herbeigeführt werden soll, ist rot markiert. Die Sequenz wurde nach ENSMUSG00000032338
vervollständigt.
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In Abbildung 5 (A) ist die Intron/Exon-Struktur des HCN4-Lokus und die relative Position
der subklonierten Phagen-DNA-Inserts dargestellt. Die Grösse der Introns und Exons des
HCN4-Lokus ist in Abbildung 5  (B) aufgeführt. Die Zuordnung der Exons zu den
Protein-Domänen ist in Abbildung 5 (C) gezeigt. Der HCN4-Lokus der Maus ist 35 kBp gross
und befindet sich auf Chromosom  9. Der Lokus besteht aus acht Exons. Der Bereich durch
dessen Entfernung der Knockout herbeigeführt werden soll, wird durch Exon 4 kodiert.
3.2 Konstruktion der Targeting-Vektoren 
Um Knockout Mäuse zu generieren müssen zunächst embryonale Stammzellen (ES-Zellen)
erzeugt werden, deren HCN4-Lokus durch homologe Rekombination (Gen-Targeting) mit
einem Rekombinations-Vektor (Targeting-Vektor) verändert wurde. Hierzu werden
ES-Zellen in Gegenwart des Targeting-Vektors elektroporiert. Targeting-Vektoren bestehen
aus einem Stück isogener DNA mit zwei zum Ziel-Lokus homologen Sequenzbereichen.
Diese homologen Sequenzbereiche sollten etwa 2 kBp (kurzer Arm) und 4-7 kBp (langer
Arm) gross sein. Sie flankieren einen Selektionsmarker, sowie, je nach Vektor, Fremd-DNA,
die in den Lokus eingebracht werden soll. Nach homologer Rekombination der Arme mit dem
Ziellokus erhält man so ein verändertes Gen (targeted Gen).
Die Partialklone pBKlon 30 und pBKlon 13 (3.1) verwendete ich zur Klonierung der
Targeting-Vektoren für den konventionellen und den konditionellen HCN4 Knockout. Die
Klonierung des Targeting-Vektors für den konventionellen Knockout ist unter Punkt 3.2.1, die
für den konditionellen Knockout unter 3.2.2 beschrieben.
Durch die Lage der Schnittstellen im HCN4-Lokus war es nicht möglich die Arme über
intrinsische Schnittstellen in die Targeting-Vektoren zu klonieren. An den Enden der Arme
mussten deshalb Schnittstellen über PCR eingefügt werden. Bei Amplifikation von DNA
mittels PCR entstehen jedoch sehr oft Nukleotidaustausche. Durch diese Nukleotidaustausche
können zusätzliche Schnittstellen entstehen oder bestehende Schnittstellen deletiert werden.
Die Fragmente wurden deshalb in den Plasmid-Vektor pBlueskript SK(-) subkloniert und
sequenziert. Die „korrekten Fragmente“ wurden mit Restriktionsfragmenten der Partialklone
pBKlon 13 und pBKlon 30 zu den Armen zusammengesetzt. Im folgenden Abschnitt wurde
die Klonierung der Targeting-Vektoren vereinfacht zusammengefasst. Eine detaillierte
Beschreibung der gesamten Klonierung ist im Anhang unter Punkt 5.1 aufgeführt.
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3.2.1 Klonierung des Targeting-Vektors für einen konventionellen Knockout
Als Targeting-Vektor für den konventionellen Knockout wurde der Vektor pPNT verwendet.
Dieser Vektor wurde mir freundlicherweise von Dr. Wolfgang Wurst, GSF München, zur
Verfügung gestellt. In den Knockout Mäusen soll Exon 4 durch eine
Neomycin-Resistenz-Kassette ersetzt werden. Die homologen Sequenzbereiche 5’-wärts
(langer Arm) und 3’-wärts (kurzer Arm) des Exon 4 wurden so kloniert, dass sie die
Neomycin-Resistenz-Kassette des Vektors flankieren. 
Um eine Klonierung der Arme in den Vektor pPNT zu ermöglichen, mussten zunächst
Schnittstellen mittels PCR 5‘- bzw. 3’-wärts der Arme eingefügt werden. Die Enden der Arme
wurden 5‘- bzw. 3’-wärts an Restriktionsfragmente der Partialklone pBKlon 13 und
pBKlon 30 im Plasmid-Vektor pBlueskript SK(-) ligiert. Die so entstandenen Arme wurden in
den Vektor pPNT umkloniert.
Der kurze Arm wurde über BamHI und KpnI in den Vektor pPNT kloniert. Um 5’-wärts eine
BamHI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen, wurde eine PCR mit den Primern #2959 und
#2960 auf dem Partialklon pBKlon 13 durchgeführt. Das PCR Produkt wurde mit BamHI und
HindIII geschnitten und in einen mit BamHI und HindIII geschnittenen Plasmid-Vektor
pBluescript SK(-) kloniert. Den Klon bezeichnete ich als pB#2959/#2960. Um 3’-wärts eine
KpnI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen, wurde eine PCR mit den Primer #2957 und
#2958 auf Partialklon pBKlon 13 durchgeführt. Das PCR-Produkt wurde mit HincII und KpnI
geschnitten. Das Fragment wurde in einen mit KpnI und HincII geschnittenen Plasmid-Vektor
pBluescript SK(-) kloniert. Den Klon bezeichnete ich als pB#2957/#2958. Die subklonierten
PCR-Produkte wurden sequenziert und mit den bereits ermittelten Sequenzdaten verglichen.
Den kurzen Arm setzte ich zusammen aus dem mit BamHI und HindIII geschnittenen Klon
pB#2959/#2960, dem 1008 Bp grossen HincII/HindIII-Fragment des Partialklons pBKlon 13
und dem mit KpnI und HincII geschnittenen Insert des Klons pB#2957/#2958 (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Klonierung des kurzen Arms für den konventionellen
Knockout des HCN4-Gens. Um die für die Klonierung nötigen Schnittstellen zu erzeugen, wurden die Enden
des Arms über PCR amplifiziert. Die verwendeten Schnittstellen sind schematisch eingezeichnet. Über PCR
amplifizierte Fragmente sind in violett, Restriktionsfragmente der Partialklone sind in orange dargestellt. Die
DNA-Fragmente wurden mit Restriktionsenzymen geschnitten und ligiert.
Den langen Arm klonierte ich über NotI und XhoI in Vektor pPNT. Um 5’-wärts eine
NotI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen, wurde eine PCR mit den Primer #2919 und
#2920 auf dem Partialklon pBKlon 30 durchgeführt. Das PCR-Produkt wurde mit NotI und
EcoRI geschnitten und in einen mit NotI und EcoRI geschnitten Plasmid-Vektor
pBluescript SK(-) kloniert. Den Klon bezeichnete ich als pB#2919/#2920. Um 3’-wärts eine
XhoI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen, wurde eine PCR mit den Primer #2933 und
#2934 auf dem Partialklon pBKlon 30 durchgeführt. Das PCR-Produkt wurden mit XhoI
geschnitten und in einen XhoI und EcoRV geschnitten Plasmid-Vektor pBluescript SK(-)
umkloniert. Den Klon bezeichnete ich als pB#2933/#2934. Die Klone pB#2919/#2920 und
pB#2933/#2934 wurden sequenziert und mit den bereits ermittelten Sequenzdaten verglichen.
100 Bp
#2959/#2960 #2957/#2958
HincII
KpnI
HindIII
BamHI HindIII HincII
Hinc IIHindIII
BamHI HindIII KpnIHincII
2443 Bp
615 Bp
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820 Bp
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Restriktionsfragment
PCR-Produkte
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Klonierung des langen Arms für den konventionellen
Knockout des HCN4-Gens. Um die für die Klonierung nötigen Schnittstellen zu erzeugen, wurden die Enden
des Arms über PCR amplifiziert. Die verwendeten Schnittstellen sind schematisch eingezeichnet. Über PCR
amplifizierte Fragmente sind in violett, Restriktionsfragmente der Partialklone sind in orange dargestellt. Die
DNA-Fragmente wurden mit Restriktionsenzymen geschnitten und ligiert.
Der lange Arm wurde aus dem mit NotI und EcoRI geschnittenen Klon pB#2919/#2920
einem 2932 Bp grossem EcoRI/NheI-Fragment des Partialklons pBKlon 30 und dem mit NheI
und XhoI geschnittene Klon pB#2933/#2934 zusammengesetzt (Abbildung 7). Kurzer und
langer Arm wurden in den Vektor pPNT kloniert, so dass sie die
Neomycin-Resistenz-Kassette flankieren. Der lange Arm wurde zuerst 5’-wärts der
Neomycin-Resistenz-Kassette in den Vektor eingesetzt, der kurze Arm 3’-wärts der
Neomycin-Resistenz-Kassette. Die Klonierung überprüfte ich durch Restriktions-Analyse. 
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EcoRI
NotI EcoRI
4295 Bp
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Den Klon bezeichnete ich als pPNT-HCN4 (Abbildung 8). Er wurde als Targeting-Vektor für
den konventionellen Knockout verwendet.
Abbildung 8: Targeting-Vektor für den konventionellen HCN4 Knockout (pPNT-HCN4). pPNT-Vektor mit
kurzem und langem Arm flankierend zur Neomycin-Resistenz-Kassette (neo). Die verwendeten Schnittstellen
sind schematisch eingezeichnet. Die violetten Pfeile stellen die für Resistenz-Gene kodierenden Bereiche des
Vektors dar, die orangefarbenen Pfeile zeigen die Lage des kurzen und des langen Arms. hsv-tk= Herpes
Simplex Thymidinkinase.
pPNT-HCN4
14072 Bp
NotI
NheI
EcoRI
NheI
XhoI
BamHI
XhoI
HindIII
EcoRI
KpnI
EcoRI
HindIII
langer
      Arm
neo
kurzer Arm
hsv-tk
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3.2.2 Klonierung des Targeting-Vektors für einen konditionellen Knockout
Für den konditionellen HCN4 Knockout wird das Cre/loxP-Rekombinase System verwendet
(siehe Einleitung). Für das Cre/loxP-Rekombinase System soll mittels embryonaler
Stammzelltechnologie eine transgene Mauslinie erzeugt werden, in deren HCN4-Lokus
Exon 4 von zwei loxP-site flankiert wird. Die Selektion der ES-Zellen verläuft hier über ein
Zwischenprodukt: Mittels homologer Rekombination mit dem Targeting-Vektor wird ein
HCN4-Lokus erzeugt, der ein gefloxtes Exon 4 und eine Neomycin-Resistenz-Kassette
enthält. Um eine ungestörte Expression des Gens zu gewährleisten, muss die
Neomycin-Resistenz-Kassette nach der Selektion der positiven ES-Zell-Klone wieder entfernt
werden. Man verwendet deshalb eine gefloxte Neomycin-Resistenz-Kassette. Die Methode
beruht darauf, dass zunächst insgesamt drei loxP-sites in den Gen-Lokus integriert werden.
Durch transiente Expression der Cre-Rekombinase in ES-Zellen wird dann die
Neomycin-Resistenz-Kassette wieder entfernt. Mittels Southern-Blot-Analyse werden die
ES-Zell-Klone identifiziert, die nur das gefloxte Exon 4 enthalten. Als Targeting-Vektor für
den konditionellen Knockout wurde neo-flox-8 verwendet. Dieser Vektor wurde mir
freundlicherweise von Dr. Jan Deussing, MPI München, zur Verfügung gestellt. Der Vektor
neo-flox-8 enthält zwei loxP-sites, 5‘- und 3’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette. Eine
weitere loxP-site musste synthetisiert werden. Sie wurde in den langen Arm 5’-wärts des
Exon 4 einkloniert (siehe Klonierung langer Arm). Der kurze und der lange Arm wurden
flankierend zur Neomycin-Resistenz-Kassette in den Vektor neo-flox-8 kloniert.
Um eine Klonierung der Arme in den Vektor zu ermöglichen, mussten zunächst Schnittstellen
5‘- bzw. 3’-wärts der Arme eingefügt werden. Die Enden der Arme wurden dann über
intrinsische Schnittstellen 5‘- bzw. 3’-wärts an Restriktionsfragmente der Partialklone
pBKlon 13, pBKlon 30 oder an die synthetisierte loxP-site im Plasmid-Vektor
pBlueskript SK(-) ligiert. Die vollständigen Arme wurden in den Vektor neo-flox-8
umkloniert. 
Den kurzen Arm klonierte ich über XhoI und XbaI in die Klonierungsstelle 3’-wärts der
Neomycin-Resistenz-Kassette des Vektors neo-flox-8. Um am 5’-Ende des kurzen Arms eine
XhoI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen, wurde eine PCR mit den Primer #3048 und
#3049 auf dem Partialklon pBKlon 13 durchgeführt. Das PCR Produkt wurde mit XhoI und
EcoRI geschnitten und in einen XhoI und EcoRI geschnitten Plasmid-Vektor
pBluescript SK(-) umkloniert. Den Klon bezeichnete ich als pB#3048/#3049. Um an das
3’-Ende des kurzen Arms eine XbaI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen, wurde eine PCR
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mit den Primer #3050 und #3051 auf dem Partialklon pBKlon 13 durchgeführt. Das
PCR-Produkt wurden mit XbaI und HindIII geschnitten und in einen XbaI und HindIII
geschnittenen Plasmid-Vektor pBluescript SK(-) umkloniert. Den Klon bezeichnete ich als
pB#3050/#3051. Die Klone pB#3048/#3049 und pB#3050/#3051 wurden sequenziert und mit
den bereits ermittelten Sequenzdaten verglichen. Den kurzen Arm setzte ich aus dem mit XhoI
und EcoRI geschnittenen Klon pB#3048/#3049, dem 1819 Bp grossem EcoRI/HindIII
Restriktionsfragment des Partialklons pBKlon 13 und dem mit HindIII und XbaI
geschnittenen Klon pB#3050/#3051 zusammen (Abbildung 9). 
Abbildung 9. Schematische Darstellung der Klonierung des kurzen Arms für den konditionellen Knockout
des HCN4-Gens. Um die für die Klonierung nötigen Schnittstellen zu erzeugen, wurden die Enden des Arms
über PCR amplifiziert. Die verwendeten Schnittstellen sind schematisch eingezeichnet. Über PCR amplifizierte
Fragmente sind in violett, Restriktionsfragmente von Partialklonen sind in orange dargestellt. Die
DNA-Fragmente wurden mit Restriktionsenzymen geschnitten und ligiert.
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Den langen Arm klonierte ich über SacI und NotI in die Klonierungstelle 5’-wärts der
Neomycin-Resistenz-Kassette des Vektors neo-flox-8. Für die Klonierung konnte 5’-wärts
eine intrinsische SacI-Schnittstelle genutzt werden. An Position 6518 Bp des langen Arms
wurde über DrdI und NheI eine loxP-site eingefügt, so dass im fertigen Targeting-Vektor
Exon 4 von zwei loxP-sites im Abstand von ca. 500 Bp flankiert wurde. Dieser Abstand ist
wichtig, damit durch die loxP-sites das Splicing des Gens nicht beeinträchtigt wird.
Die loxP-site wurde aus den Oligonukleotiden #3077 und #3078 synthetisiert (Abbildung 10).
Sie wurde mit BamHI und SpeI geschnitten in einen BamHI und SpeI geschnittenen
Plasmid-Vektor pBluescript SK(-) kloniert und sequenziert. Den Klon bezeichnete ich als
pBloxP. 
Abbildung 10: loxP-site bestehend aus zwei 13 Bp langen inverted repeats (orange umrandet) und einer
9 Bp langen spacer Region (oranger Pfeil). Die zur Klonierung nötigen Schnittstellen 5‘- bzw 3’-wärts der
loxP-site sind schematisch eingezeichnet. Die Spacer-Region gibt die Orientierung der loxP-site an.
Der Klon pBloxP wurde mit DrdI und NheI geschnitten und die loxP-site in den langen Arm
eingesetzt. Die Klonierung überprüfte ich durch Restriktions-Analyse und Sequenzierung. Um
am 3’-Ende des langen Arms eine NotI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen, wurde eine
PCR mit den Primern #3047 und #3052 auf dem Partialklon pBKlon 13 durchgeführt. Das
PCR-Produkt wurde mit XhoI und NotI geschnitten und in den mit XhoI und NotI
geschnittenen Plasmid-Vektor pBlueskript SK(-) ligiert. Den Klon bezeichnete ich als
pB#3047/#3052. Klon pB#3047/#3052 wurde sequenziert und mit den bereits ermittelten
Sequenzdaten verglichen. 
BamHI   NheI DrdI           SpeI
GATCCGCTAGC ATGTATGC GACTTCAGTGTCACATAACTTCGTATA TATACGAAGTTATG
GCGATCG TACATACG CTGAAGTCACAGTGATCGTATTGAAGCATAT ATATGCTTCAATAC
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Klonierung des langen Arms für den konditionellen Knockout
des HCN4-Gens. Die loxP-site wurde in den langen Arm eingesetzt. Um die für die Klonierung nötige
Schnittstelle zu erzeugen wurde das 3‘Ende über PCR amplifiziert. Für Klonierung des 5‘-Endes wurde eine
intrinsische SacI-Schnittstelle genutzt. Die Lage der verwendeten Schnittstellen ist schematisch eingezeichnet.
Der schwarze Pfeil symbolisiert die loxP-site und gibt ihre Orientierung an. Die synthetisierten bzw. über PCR
amplifizierte Fragmente sind in violett, Restriktionsfragmente von Partialklonen sind in orange dargestellt. Die
DNA-Fragmente wurden mit Restriktion-Enzymen geschnitten und ligiert.
100 Bp
46
 Den langen Arm setzte ich aus dem 6518 Bp grossem SacI/DrdI-Fragment des Partialklones
pBKlon 30, der loxP-site, dem 847 Bp grossem NheI/XhoI-Fragment des Partialklones
pBKlon 30 und dem PCR-Produkt #3047/#3052 zusammen (Abbildung 11).
Langer und kurzer Arm wurden in den Vektor neo-flox-8 kloniert, so dass sie die
Neomycin-Resistenz-Kassette flankieren. Der kurze Arm wurde über XbaI und XhoI in die
Klonierungsstelle 5’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette eingesetzt. Der lange Arm
wurde über NotI und SacI in die Klonierungsstelle 3’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette
eingefügt. Die Klonierung überprüfte ich durch Restriktions-Analyse. Den entstandenen Klon
bezeichnete ich als neo-flox-8-HCN4 (Abbildung 12). 
Die drei loxP-sites des Klons haben die gleiche Orientierung. Der Klon neo-flox-8-HCN4
wurde als Targeting-Vektor für den konditionellen Knockout verwendet.
Abbildung 12: Targeting-Vektor für den konditionellen HCN4 Knockout (neo-flox-8-HCN4). Vektor
neo-flox-8 mit langem und kurzem Arm flankierend zur Neomycin-Resistenz-Kassette (neo). Die loxP-sites sind
als schwarze Pfeile dargestellt. Die Richtung der Pfeile gibt die Orientierung der loxP-sites an. Die verwendeten
Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die violetten Pfeile stellen die für Resistenz-Gene kodierenden Bereiche
des Vektors dar, die orangen Pfeile zeigen die Lage des kurzen und des langen Arms.
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3.2.2.1 Test des neo-flox-8-HCN4 auf Rekombination
Durch Expression in E.coli 294-Cre wurde getestet, ob die loxP-sites des Vektors
neo-flox-8-HCN4 funktionell sind. E.coli 294-Cre exprimiert die Cre-Rekombinase
konstitutiv. Plasmid-DNA mit mehreren loxP-sites wird bei Expression in E.coli 294-Cre
rekombiniert. Vektor neo-flox-8-HCN4 wurde in E.coli 294-Cre transformiert und am
nächsten Tag isoliert. Die DNA-Ausbeute in E.coli 294-Cre war sehr gering. Die isolierte
Plasmid-DNA wurde deshalb zur Amplifikation in E.coli K12 XL1-Blue transformiert. Die
Plasmid-DNA wurde aus E.coli K12 XL1-Blue isoliert. Durch eine Restriktion wurde das
Rekombinations-Ereignis überprüft. Hierzu wurde die DNA mit Asp718 bzw. XbaI
geschnitten. Zum Vergleich wurde „nicht rekombinierter“ Vektor neo-flox-8-HCN4 mit den
gleichen Restriktionsenzymen geschnitten.
Abbildung 13: Agarosegelelekrophorese von neo-flox-8-HCN4 vor und nach Rekombination in
E.coli 294-Cre (B). In Spur 1 und 2 ist neo-flox-8 vor und nach Rekombination in E.coli 294-Cre nach einer
Restriktion mit Asp718 aufgetragen. In Spur 3 und 4 ist neo-flox-8 vor und nach der Rekombination in
E.coli 294-Cre nach einer Restriktion mit XbaI aufgetragen. Es wurden jeweils 500 ng DNA zwei Stunden
geschnitten und in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung eines XbaI-Verdaus von neo-flox-8-HCN4 vor (A) und nach
Rekombination in E.coli 294-Cre (B). Die loxP-sites sind als Pfeile dargestellt. Die Grösse der Fragmente
sowie die Lage der Schnittstellen sind angegeben. neo= Neomycin-Resistenz-Kassette.
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Das Ergebnis ist in Abbildung 13 zu sehen. Zum Verständnis ist eine schematische
Darstellung der Rekombinations-Ereignisse und des erwarteten Ergebnisses in Abbildung 14
gezeigt. Der Vektor neo-flox-8-HCN4 wurde vor (Spur 1) und nach (Spur 2) der
Rekombination in E.coli 294-Cre mit Asp718 linearisiert. Bei vollständiger Rekombination in
E.coli 294-Cre ist ein deutlich kleinerer Vektor zu erkennen. Spur 3 und 4 zeigen
neo-flox-8-HCN4 vor und nach Rekombination in E.coli 294-Cre nach einer Restriktion mit
XbaI. Während die Restriktion von neo-flox-8-HCN4 mit XbaI vier Fragmente (1288 Bp,
1847 Bp, 4337 Bp, 6718 Bp) ergibt, sind bei neo-flox-8-HCN4 nach Rekombination in
E.coli 294-Cre nur drei Restriktionsfragmente (1288 Bp, 3763 Bp, 6718 Bp) zu erkennen.
3.3. Identifikation rekombinanter ES-Zell-Klone
Mit den in Kapitel 3.2. beschriebenen Targeting-Vektoren pPNT-HCN4 und
neo-flox-8-HCN4 wurde eine Veränderung des HCN4-Lokus in ES-Zellen durchgeführt. Um
eine homologe Rekombination und somit eine Integration in den HCN4-Lokus der ES-Zellen
zu ermöglichen, wurden die Targeting-Vektoren linearisiert. In Gegenwart des linearisierten
Targeting-Vektoren wurden ES-Zellen der Mauslinie SV129 elektroporiert. Anschliessend
wurden die ES-Zellen, die Antibiotika resistent sind, selektioniert. Die resistenten
ES-Zell-Klone wurden mittels Southern-Blot analysiert. Hierzu mussten zunächst Sonden
generiert und auf ihre Spezifität getestet werden. Mit Hilfe dieser Sonden wurden
rekombinante ES-Zell-Klone identifiziert. 
Die rekombinanten ES-Zell-Klone für den konventionellen Knockout wurden isoliert und in
Blastozysten injiziert. Die Blastozysten wurden in scheinschwangere Mäuse transferiert. Es
wurden Chimären geboren. Die Chimären wurden mit Wildtyp Mäusen gepaart, um rein
heterozygote Mäuse zu erhalten.
Für den konditionellen Knockout konnten im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit noch keine
rekombinanten ES-Zell-Klone isoliert werden. Die Selektion der ES-Zell-Klone auf
Antibiotika-Resistenz ist jedoch abgeschlossen.
Die Elektroporation, die Selektion und Analyse der positiven ES-Zell-Klone ist im Abschnitt
3.3.1 für den konventionellen Knockout und in Abschnitt 3.3.2 für den konditionellen
Knockout beschrieben.
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3.3.1 Elektroporation, Selektion und Analyse der positiven ES-Zell-Klone
für den konventionellen Knockout
Durch eine Restriktion mit NotI wurde der Targeting-Vektor pPNT-HCN4 linearisiert. Der
geschnittene Vektor wurde in SV129 ES-Zellen elektroporiert. Es folgte eine Selektion der
ES-Zellen auf Neomycin- und G418-haltigem Medium. Die resistenten Klone wurden isoliert.
Diese Klone wurden mittels spezifischer Sonden im Southern-Blot analysiert. 
3.1.1 Test der Sonden für den konventionellen Knockout
Zur Analyse der ES-Zell-Klone wurden Sonden für einen Southern-Blot generiert. Mit Hilfe
dieser Sonden soll gezeigt werden, dass der Targeting-Vektor pPNT-HCN4 gerichtet in den
HCN4-Lokus des Maus-Genoms integriert wurde. Die Sonden werden so gewählt, dass sie
eine Sequenz im geringen Abstand 5‘- bzw. 3’-wärts der Insertionsstelle des
Targeting-Vektors erkennen. 
Die 5’-Sonde für den konventionellen Knockout wurde via PCR mit den Primern #2988 und
#2991 auf dem Partialklon pBKlon 30 synthetisiert. Das DNA-Fragment ist 251 Basen lang
und befindet sich 51 Bp 5’-wärts von der „Klonierungsstelle“ des langen Arms. 
Die 3’-Sonde für den konventionellen Knockout wurde via PCR mit den Primern #2989 und
#2990 auf dem Partialklon pBKlon 13 amplifiziert. Dieser DNA-Abschnitt ist 402 Basen lang
und befindet sich 52 Bp 3’-wärts von „Klonierungsstelle“ des kurzen Arms
Zunächst musste geprüft werden, ob die Sonden für den HCN4-Lokus der Maus spezifisch
sind. Die Sonden müssen zwei Kriterien erfüllen:
1.) Sie dürfen keine repetitiven DNA-Elemente enthalten. Die Sequenzen der Sonden wurden
deshalb mit Hilfe der NBCI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) nach
repetitiven DNA-Elementen durchsucht. Mit Hilfe der NBCI-Datenbank konnten in den
Sequenzen beider Sonden keine repetitiven Elemente identifiziert werden. 
2.) Die Sonden müssen auf geschnittener genomischer SV129J DNA im Southern-Blot den
HCN4-Lokus spezifisch erkennen. Die Sonden wurden deshalb im Southernblot getestet.
Hierzu wurde genomische SV129J DNA mit EcoRI bzw. KpnI geschnitten, im Agarosegel
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aufgetrennt und geblottet. Eine schematische Darstellung des Lokus und der detektierten
Restriktionsfragmente ist in Abbildung 15 gezeigt.
Abbildung 15: Schematische Darstellung der Lage der Sonden für die Southernblot-Analyse. Der
HCN4-Lokus mit Lage der Schnittstellen und die Restriktionsfragmente sind schematisch dargestellt. Die
5‘-Sonde ist in blau, die 3‘-Sonde in orange eingezeichnet. 
Der Blot wurde bei 62°C mit der 5’-Sonde hybridisiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 16 A
zu sehen. Spur 1 zeigt mit EcoRI, Spur 2 mit KpnI geschnittene genomische DNA. In Spur 1
konnte ein Signal in Höhe von 11,4 kBp, in Spur 2 ein Signal in Höhe von 21,1 kBp detektiert
werden. Dieser Bereich entspricht dem mit EcoRI bzw. KpnI geschnittenen
Restriktionsfragment des HCN4-Lokus (Vergleiche Abbildung 15). 
Die Spezifität der 3’-Sonde wurde ebenfalls auf der mit EcoRI bzw. KpnI geschnittene und
geblottete genomische SV129J DNA getestet. Die DNA wurde bei 62°C mit der 3’-Sonde
hybridisiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 16 B zu sehen. Spur 1 zeigt mit EcoRI, Spur 2 mit
KpnI geschnittene genomische DNA. In Spur 1 konnte eine Bande in Höhe von 9,9 kBp, in
Spur 2 ein Bande an Höhe von 1,2 kBp detektiert werden. Dieser Bereich entspricht dem
KpnI bzw. EcoRI geschnittenen Restriktionsfragment des HCN4-Lokus.
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Abbildung 16: Southern-Blot-Analyse der Sonden für den konventionellen HCN4 Knockout. Genomische
SV129J DNA wurde mit EcoRI (Spur 1) und KpnI (Spur 2) geschnitten. Die DNA wurde im Agarosegel
aufgetrennt, geblottet und mit der 5’-Sonde (A) bzw. der 3’-Sonde (B) hybridisiert. 
Da die 5‘- und die 3’-Sonde auf geschnittener genomischer SV129J DNA spezifisch
Fragmente des HCN4-Lokus erkannten, konnten beide Sonden zur Analyse der
ES-Zell-Klone verwendet werden.
3.3.1.2 Analyse der positiven ES-Zell-Klone für den konventionellen Knockout
Mit Hilfe der getesteten Sonden (3.3.1.1) wurde die genomische DNA der Antibiotika-
resistenten ES-Zell-Klone im Southern-Blot analysiert. In einer Southern-Blot-Analyse wurde
die genomische DNA der rekombinanten ES-Zell-Klone mit der von Wildtyp ES-Zellen
verglichen. Anhand des Bandenmusters konnte die korrekte Insertion des Targeting-Vektors
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nachgewiesen werden. Der Wildtyp und rekombinanter HCN4-Lokus sind in Abbildung 17
dargestellt. 
Abbildung 17: Genetische Modifizierung des HCN4-Lokus nach homologer Rekombination mit
pPNT-HCN4. Dargestellt sind die Restriktions-Karte des Wildtyp-Lokus, des Targeting-Vektors und des
mutierten (targeted) Lokus. Die numerierten Kästchen stellen Exons dar. Die PCR-Fragmente, die als Proben für
den Southern-Blot verwendet wurden sind als horizontale Balken in blau dargestellt. Die Lage der Schnittstellen
ist durch S (=SphI) und B (=BamHI) markiert.
Das Ergebnis der 5’-Sonden-Analyse ist in Abbildung 18 A dargestellt. Durch den Austausch
von Exon 4 gegen eine Neomycin-Resistenz-Kassette vergrösserte sich der HCN4-Lokus
um 1,8 kBp. In den Lokus wurde zudem eine BamHI-Schnittstelle eingefügt. ES-Zellen, die
homozygot das Wildtyp-Allel tragen, zeigten im Southern-Blot eine 38 kBp grosse Bande.
Heterozygote, also positive ES-Zell-Klone zeigten im Southern-Blot zwei Banden, die 38 kBp
Bande des Wildtyps und eine 11,5 kBp Bande des mutierten Allels
(Vergleiche Abbildung 17).
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Das Ergebnis der 3’-Sonden-Analyse ist in Abbildung 18 B dargestellt. Durch den Austausch
von Exon 4 gegen eine Neomycin-Resistenz-Kassette wurden zwei SphI-Schnittstelle in den
HCN4-Lokus eingefügt. ES-Zellen, die homozygot das Wildtyp-Allel tragen zeigen im
Southern-Blot eine 6,8 kBp grosse Bande. Heterozygote, also positive ES-Zell-Klone zeigen
im Southern-Blot zwei Banden. Die 6,8 kBp Bande des Wildtyps und eine 4,2 kBp Bande des
mutierten Allels. Bei dem Signal in Höhe von 2 kBp handelt es sich wahrscheinlich um eine
Kreuzreaktion der Sonde. Die Klone in Spur 2 und Spur 3 zeigen den gesuchten
rekombinanten Phänotyp. Spur 2 entspricht ES-Zell-Klon 4B1, Spur 3 ES-Zell-Klon 4F8. 
3.3.1.2 Erzeugung von Chimären 
Die positiven ES-Zellen wurden isoliert. ES-Zell-Klon 4B1 wurde in isolierte Blastozysten
transferiert. Die Blastozysten wurden scheinschwangeren Mäusen implantiert. Es wurden eine
männliche und eine weibliche Chimäre geboren. Beide Mäuse starben bevor sie verpaart
werden konnte. Das Weibchen musste auf Grund eines Geschwürs getötet werden. Die
Todesursache des Männchens ist unklar. ES-Zell-Klon 4B1 wurde erneut in isolierte
Blastozysten transferiert. Die Blastozysten wurden scheinschwangeren Mäusen implantiert.
Es wurden fünf Chimären geboren. Ein Weibchen und vier Männchen. Diese Chimären sind
lebensfähig und phenotypisch nicht auffällig. Die Chimären wurden mit Wildtyp Mäusen
gepaart. Die Nachkommen dieser Mäuse wären für den HCN4-Lokus „rein“ heterozygot. Im
zeitliche Rahmen der Arbeit konnten jedoch keine heterozygoten HCN4 Knockout Mäuse
geboren werden. Diese heterozygoten Mäuse sollten miteinander gepaart werden, um für den
HCN4-Lokus homozygote Mäuse zu erhalten.
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Abbildung 18: Southern-Blot-Analyse der ES-Zell-Klone für den konventionellen HCN4 Knockout.
Southern-Blot-Analyse von neun ES-Zell-Klonen mit 3‘- und 5’-Sonde. (A) Die genomische DNA der
Antibiotika resistenten ES-Zell-Klone wurde mit BamHI geschnitten und mit der 5’-Sonde hybridisiert. (B) Die
genomische DNA der Antibiotika resistenten ES-Zell-Klone wurde mit SphI geschnitten und mit der 3’-Sonde
hybridisiert. 
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3.3.2 Elektroporation, Selektion und Analyse der positiven ES-Zell-Klone
für den konditionellen Knockout
Durch eine Restriktion mit PvuI wurde zunächst der Targeting-Vektor neo-flox-8-HCN4
linearisiert. PvuI schneidet zweimal im „Backbone“ des Vektors. Der geschnittene Vektor
wurde in SV129 ES-Zellen elektroporiert. Es folgte eine Selektion der ES-Zellen auf
Neomycin haltigem Medium. Die resistenten Klone wurden isoliert. Die Klone wurden
mittels spezifischer Sonden im Southernblot analysiert.
3.3.2.1 Test der Sonden für den konditionellen Knockout
Wie beim konventionellen Knockout wurden für den konditionellen Knockout zur Analyse der
ES-Zell-Klone Sonden für einen Southern-Blot generiert. Mit Hilfe dieser Sonden soll gezeigt
werden, dass der Targeting-Vektor neo-flox-8-HCN4 gerichtet in den HCN4-Lokus des
Maus-Genoms integriert wurde. Die Sonden wurden so gewählt, dass sie eine Sequenz im
geringen Abstand 5‘- bzw. 3’-wärts der Insertionsstelle des Targeting-Vektors erkennen. 
Die 5’-Sonde für den konditionellen Knockout wurde via PCR mit den Primern #3118 und
#3119‚ auf dem Partialklon pBKlon 30 amplifiziert. Dieser DNA-Abschnitt ist 474 Bp lang
und befindet sich 8 Bp 5’-wärts von „Klonierungsstelle“ des langen Arms.
Die 3’-Sonde für den konditionellen Knockout wurde via PCR mit den Primern #3116 und
#3117‚ auf dem Partialklon pBKlon 13 amplifiziert. Dieser DNA-Abschnitt ist 545 Bp lang
und befindet sich 22 Bp 3’-wärts von „Klonierungsstelle“ des kurzen Arms.
Wie beim konventionellen Knockout wurde zunächst geprüft, ob die Sonden für den
HCN4-Lokus der Maus spezifisch sind:
1.) Die Sequenzen der Sonden wurden deshalb mit Hilfe der NBCI-Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) und dem Repeat-Mask
(http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker) nach repetitiven DNA-Elementen
durchsucht. Es konnten in den Sequenzen beider Sonden keine repetitiven Elemente
identifiziert werden. 
2.) Die Sonden wurden mit geschnittener genomische SV129J DNA im Southern-Blot
getestet. DNA wurde mit EcoRI bzw. KpnI geschnitten, im Agarosegel aufgetrennt und
geblottet. Eine schematische Darstellung des Lokus und der detektierten
Restriktionsfragmente ist in Abbildung 19 zu sehen.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Test der Sonden für die Southernblot-Analyse. Der
HCN4-Lokus mit Lage der Schnittstellen und die Restriktionsfragmente sind schematisch dargestellt. Die
5‘-Sonde ist in blau, die 3‘-Sonde in rot eingezeichnet. 
Die mit EcoRI geschnittene genomische SV129J DNA wurde mit der 5’-Sonde hybridisiert.
Es konnte ein Signal in Höhe von 11,5 kBp Basenpaaren detektiert werden (Abbildung 20 A).
Dieser Bereich entspricht dem EcoRI-Restriktionsfragment des HCN4-Lokus (Vergleiche
Abbildung 19). 
Die mit KpnI geschnittene genomische SV129J DNA wurde mit der 3’-Sonde hybridisiert. Es
konnte ein Signal in Höhe von 1,2 kBp detektiert werden (Abbildung 20 B). Dieser Bereich
entspricht dem KpnI- Restriktionsfragment des HCN4-Lokus (Abbildung 19).
Da die 5‘- und die 3’-Sonde auf geschnittener genomischer SV129J DNA spezifisch
Fragmente des HCN4-Lokus erkannten, konnten beide Sonden zur Analyse der
ES-Zell-Klone verwendet werden.
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Abbildung 20: Southern-Blot-Analyse der Sonden für den konditionellen HCN4 Knockout. Genomische
SV129J DNA wurde mit EcoRI (Spur 1) und KpnI (Spur 2) geschnitten. Die DNA wurde im Agarosegel
aufgetrennt, geblottet und mit der 5’-Sonde (A) bzw. der 3’-Sonde (B) hybridisiert. 
3.3.2.2 Analyse der positiven ES-Zell-Klone für den konditionellen Knockout
Mit Hilfe der in Punkt 3.3.2.1 getesten Sonden wird zur Zeit die genomische DNA der
Antibiotika resistenten ES-Zell-Klone im Southern-Blot analysiert. Die Analyse konnte im
zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht abgeschlossen werden. Die Veränderung des
HCN4-Lokus nach Insertion des Targeting-Vektors ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Genetische Modifizierung des HCN4-Lokus nach homologer Rekombination mit
neo-flox-8-HCN4. Dargestellt sind die Restriktions-Karte des Wildtyp-Lokus, des Targeting-Vektors, des
mutierten (targeted) Lokus und des Lokus nach erfolgter Rekombination. Die numerierten Kästchen stellen
Exons dar. Die PCR-Fragmente, die als Proben für den Southern-Blot verwendet wurden sind als horizontale
Balken in blau dargestellt. Die Lage der Schnittstellen ist durch S (=SphI) und B (=BamHI) markiert.
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4 Diskussion
Die Erzeugung rhythmischer Aktivierungsmuster im Thalamus und im Sinusknoten des
Herzens wird durch HCN-Ströme kontrolliert. Aufgrund ihres Expressionsmusters und ihrer
Aktivierungseigenschaften wird für die HCN4-Kanal-Untereinheit eine zentrale Rolle an
diesen Funktionen postuliert. Ein Weg diese Rolle besser zu verstehen, liegt darin, die Folgen
eines kompletten Funktionsausfalls (Knockout) der HCN4-Kanal-Untereinheit zu
untersuchen. Anhand einer Knockout Maus könnten z.B. die Auswirkungen eines kompletten
Funktionsausfalls auf die Erzeugung rhythmischer Aktivität, den Schlaf-Wach-Rhythmus und
die Weiterleitung sensorischer Information im Thalamus untersucht werden.
Ein konventionellen Knockout könnte jedoch problematisch werden, da die
HCN4-Kanal-Untereinheit im Herzen exprimiert wird. Eine solche Maus wäre unter
Umständen nicht lebensfähig. Deshalb wurde von mir neben einem
konventionellen Knockout-Modell ein konditionelles Knockout-Modell entwickelt. Hierzu
sollte eine Maus erzeugt werden, bei der ein essentielles Exon des HCN4-Lokus von zwei
Erkennungssequenzen für die Cre-Rekombinase flankiert wird. Durch Kreuzung mit einer
zweiten Mauslinie, die die Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines Thalamus spezifischen
Promotors exprimiert, soll dann ein konditioneller Knockout im Thalamus herbeigeführt
werden. Im folgenden wird unter Abschnitt 4.1 die von mir verfolgte Knockout Strategie und
die Klonierung der Targeting-Vektoren diskutiert. Abschnitt 4.2 beschäftigt sich mit der
Problematik der beiden Knockout Methoden und vergleicht Vor- und Nachteile. In Abschnitt
4.3 werden die möglichen Konsequenzen eines HCN4 Knockout für die Erzeugung zellulärer
rhythmischer Aktivierungsmuster diskutiert.
4.1 Die Knockout-Strategie
4.1.1 Maus-Stamm
Die in meiner Arbeit verwendeten ES-Zellen stammen aus dem Mausstamm SV129. Der
Phenotyp und der genetische Hintergrund von SV129-Mäusen ist gut bekannt
(Crawley, 2000). Die Voraussetzung für ein erfolgreiches Gen-Targeting ist eine hohe
Homologie zwischen ES-Zell-Linie und der Mauslinie, deren genomische DNA für die
Klonierung der Targeting-Vektoren verwendet wurde (Joyner, 1994; Crawley, 2000). Für die
Klonierung der Targeting-Vektoren wurde deshalb eine genomische Bank des Maus-Stamms
SV129J benutzt. In SV129J-Mäusen soll später der Knockout untersucht werden. Diese
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Mauslinie wird dann als genetischer Hintergrund des Knockout bezeichnet. SV129J Mäuse
haben, wie alle Inzuchtstämme, Eigenschaften, die sie von Wildtyp Mäusen unterscheiden. So
fehlt z.B. SV129J Mäusen das Corpus callosum (Livy & Wahlsten, 1991), die Verbindung
zwischen den Cortexhemisphären. SV129J Mäuse zeigen eine eingeschränkte
Fortbewegungsfähigkeit (Lokomotion) und haben zudem ein sehr schlechtes Lernvermögen.
Dieser Mausstamm wäre also ungeeignet, um die Auswirkungen eines Knockouts auf das
Lernvermögen zu untersuchen. Durch Kreuzung der SV129J Knockout Mäuse mit Mäusen
eines anderen Stamms (z.B. C57BL/6) könnte man Knockout Tiere mit einem anderen
genetischen Hintergrund erhalten. Die Nachkommen dieser Mäuse besässen ein Corpus
callosum. Anhand dieser Mäuse könnte dann die Auswirkung des Knockout z.B. auf das
Lernverhalten untersucht werden. Die Mausstämme sind untereinander frei „kreuzbar“.
Tabelle 1 zeigt eine Auflistung häufig verwendeter Inzucht-Stämme mit einer Auswahl
charakteristischer Merkmale. 
Tabelle 1: Charakteristische Merkmale häufig verwendeter Inzucht-Stämme
nach Picciotto & Wickmann (1998).
Stamm Sehen Hören Lokomotion Lernen Fellfarbe Bemerkung
C57BL/6 OK fortschreitende
Taubheit
aktiv OK nicht agouti
schwarz
wird für
Alterungs-Modelle
verwendet;
aggressive
Weibchen
SV129 OK OK gering schlecht agouti/braun Defekt im Corpus
Callosum;
Ausgangs-Stamm
der meisten
ES-Zellen
DBA/2 OK frühe
Taubheit
mittel schlecht nicht agouti
grau
ältester
Inzucht-Stamm
CBA OK OK mittel schlecht agouti/braun wird für Transgene
verwendet
BALB/c sehbehindert OK gering schlecht albino
SJL sehbehindert OK gering schlecht albino fortschreitende
Myopathie nach
6-8 Monaten
.
Bei Kreuzungen einer SV129J Knockout Maus mit einer Maus eines anderen Stamms muss
beachtet werden, dass eine bestimmte genetische Veränderung in einem anderen Mäusestamm
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andere phenotypische Konsequenzen haben kann. So entwickelten Threadgill et al. (1995) ein
Knockout-Modell für den Rezeptor des Epidermalen Wachstums-Faktors. Homozygote
Mutanten waren in einem SV129 Hintergrund nicht lebensfähig, sie starben nach der Hälfte
der Schwangerschaft. In einem CD1 Hintergrund hingegen waren homozygote Mutanten bis
zu drei Wochen nach der Geburt lebensfähig und zeigten Anomalien der Haut, der Niere, des
Gehirns, der Leber und des Verdauungstrakts. Der Phenotyp eines Knockouts ist also stark
vom genetischen Hintergrund des Maus-Stamms abhängig (Nadeau, 2001; Pearson, 2002).
Eine Untersuchung von Knockout Mäusen müsste deshalb nach Möglichkeit in mehreren
Mausstämmen durchgeführt werden (Pearson, 2002).
4.1.2 Knockout durch Funktionsausfall
Um einen kompletten Funktionsausfall der HCN4-Kanal-Untereinheit herbeizuführen,
bestanden drei Möglichkeiten:
1.) Die Entfernung des Translations-Starts bzw. des Promotors. Da die Sequenz und die
Grösse des Promotors, und somit der Translationsstart, der HCN4-Kanal-Untereinheit zu
Beginn meiner Arbeit unbekannt war, kam diese Möglichkeit als Knockout Strategie nicht in
Betracht. Zudem kann man auch bei Entfernung des Translations-Starts nicht sicher sein, ob
nicht doch eine trunkierte Version des Proteins gebildet werden kann und die Funktion des
Proteins übernimmt, oder eine neue Funktion ausübt (Nagy, 2000).
2.) Die Entfernung des gesamten Gens oder aller für die transmembranalen Segmente und die
Pore kodierenden Exons. Dies ist auf Grund der genomischen Struktur des HCN4-Lokus nicht
möglich. Der HCN4-Lokus umfasst 35 kBp. Für die Klonierung eines Targeting-Vektoren ist
dieser Bereiche zu gross. Da die transmembranalen Segmente auf drei verschiedenen Exons
kodiert sind und zwischen den einzelnen Exons mehrere Kilobasen grosse Intronbereiche
liegen, ist auch dieser Bereich für eine Klonierung zu gross. 
3.) Die Entfernung eines für die Kanalfunktion essentiellen Bereiches. Diese Methode wurde
in der vorliegenden Arbeit verwendet. Der Knockout des HCN4-Gens soll durch Entfernung
des Exons, das für die Pore kodiert (Exon 4), herbeigeführt werden. Nach Entfernung der Pore
können keine funktionell aktiven HCN4-Kanal-Untereinheiten mehr gebildet werden. Durch
die Entfernung von Exon 4 wurde weder ein Frameshift in die Sequenz eingefügt, noch ein
vorzeitiges Stoppcodon erzeugt. Es ist deshalb nicht auszuschliessen, dass eine trunkierte
Version der HCN4-Kanal-Untereinheit gebildet wird. Diese trunkierte Version bestünde aus
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dem N-Terminus, den transmembranalen Segmenten S1-S5 und dem C-Terminus inklusive
der cNMP-Bindestelle. Diese trunkierte Version der HCN4-Kanal-Untereinheit könnte ohne
Pore jedoch keine Ionen mehr leiten. Homooligomere HCN4-Kanäle wären also nicht mehr
funktionell. Unklar ist, ob die trunkierte Untereinheit sich mit anderen
HCN-Kanal-Untereinheiten zu einem heterooligomeren Komplex zusammenlagern würde,
und ob diese Kanäle funktionell wären. Eine heterooligomerer Komplex mit einer trunkierten
HCN4-Kanal-Untereinheit könnte auch zu einer dominant negativen Mutation führen, d.h. das
keine funktionellen HCN-Kanäle mehr gebildet werden könnten.
4.2 Klonierung der Targeting-Vektoren
Die intrinsischen Schnittstellen des HCN4-Lokus waren für die Klonierung der
Targeting-Vektoren ungünstig. Die Schnittstellen, die für die Klonierung benötigt wurden,
mussten deshalb über PCR in die Sequenz eingefügt werden. Die HCN4-Sequenz ist sehr
GC-reich. Die PCR-Fragmente wurden deshalb mit Hilfe des GC-rich Kits (Roche)
hergestellt, mit dem auch sehr GC-reiche Sequenzen amplifiziert werden können. Aufgrund
der fehlenden Proofreading-Aktivität der Polymerasen des Kits können allerdings Fehler bei
der Polymerisation nicht ausgeschlossen werden. Diese während der PCR möglicherweise
entstandenen Nukleotid-Austausche könnten die Analyse der Mutanten erschweren. So
könnten z.B. neue Schnittstellen entstehen oder bestehende Schnittstellen zerstört werden, die
für die Analyse der Mutanten benötigt werden.
Beim konditionellen Knockout kann zudem durch Nukleotid-Austausch die Funktion des
Gens beeinträchtigt werden. So kann z.B. durch „falsche Nukleotide“ in der Splice-site das
Splicing des Gens beeinträchtigt oder verhindert werden. Durch Nukleotid-Austausch in
Exons könnte es zu einem veränderten Genprodukt kommen. Diese Mutationen könnten zur
Folge haben, dass die gefloxte Maus bereits einen Knockout oder einen anderen, vom Wildtyp
abweichenden Phenotyp zeigt. Für einen konditionellen Knockout ist es jedoch unbedingt
erforderlich, dass die Genfunktion in der gefloxten Maus nicht beeinträchtigt wird. Alle über
PCR amplifizierten Genfragmente wurden deshalb durch Sequenzierung überprüft. 
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4.3 Vergleich des konventionellen und konditionellen Knockout.
Im Vergleich zum konventionellen Knockout erfordert der konditioneller Knockout einen
deutlich höheren Zeitaufwand. Bereits die Klonierung des Targeting-Vektors ist
komplizierter. Die Klonierung der Targeting-Vektoren für den konventionellen Knockout
erfordert mehr Klonierungsschritte, da neben langem und kurzem Arm, die dritte loxP-site und
das Exon 4 einkloniert werden musste. Zudem musste darauf geachtet werden, dass die
Funktion des HCN4-Lokus nach homologer Rekombination nicht beeinträchtigt wird. Der
Targeting-Vektor für den konditionellen Knockout musste vor der Elektroporation auf seine
Rekombinations-Fähigkeit getestet werden. Auch die Selektion in ES-Zellen ist aufwendiger.
Nach einer ersten Selektion auf Antibiotika-Resistenz werden die Klone mittels Southernblot
analysiert. Die Selektionskassette der positiven Klone muss anschliessend entfernt werden
und die ES-Zell-Klone müssen erneut mittels Southernblot charakterisiert werden.
Immunhistochemische, elektrophysiologische und biochemische Untersuchungen können an
einem lebensfähigen konventionellen Knockout-Modell gut durchgeführt werden. Welche
Vorteile hat nun ein konditioneller Knockout im Vergleich zu einem konventionellen? Ist eine
konventionelle Knockout Maus nicht lebensfähig, so bietet der konditionelle Knockout die
einzige Möglichkeit den Funktionsausfall des HCN4-Gens dennoch zu analysieren. Er erlaubt
vor allem das Ausschalten des Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt (wenn z.B. ein Promotor
benutzt wird, der zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Entwicklung angeschaltet wird) oder
in bestimmten Zellen (wenn ein Gewebe- oder Zell-spezifischer Promotor verwendet wird).
Zudem ermöglicht der konditionelle Knockout eine detailierte Analyse komplexer Leistungen
am intakten Tier. Betrachten wir als Beispiel das Verhalten einer Maus nach visueller
Stimulation: Das Verhalten des Tieres könnte durch einen Funktionsausfall der
HCN4-Kanal-Untereinheit in der Retina, im Thalamus oder im visuellen Cortex beeinflusst
werden. Es könnte sogar sein, dass das visuelle System vollkommen normal funktioniert, aber
der HCN4-Ausfall in anderen Gehirnbereichen, die die Motorik oder die Motivation -und
damit das Verhalten- kontrollieren, die eigentliche Ursache für die Verhaltensänderung ist.
Anhand einer konventionellen Knockout Maus ist dies nur sehr schwer zu unterscheiden. Ein
konditioneller Knockout hingegen, der spezifisch in der Retina, im Thalamus oder im
visuellen Cortex erzeugt würde, könnte den Funktionsausfall näher eingrenzen. 
Die Schwierigkeit eines konditionellen Knockouts besteht darin, den idealen Promotor zu
finden. Dieser Promotor müsste nicht nur für das „Zielgewebe“ spezifisch sein, d.h. möglichst
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nur dort aktiv sein, sondern auch zu einem vollständigen Knockout in allen Zellen des
„Zielgewebes“ führen.
Die Cre-Rekombinase wird jedoch bei den wenigsten Cre-Maus-Linien in 100 % der
„gewünschten“ Zellen angeschaltet. Zum Beispiel wird bei der (mNF-H)-Maus nur in
ca. 80 %-82 % der Neuronen der Nuclei anterior und posterior thalami die Cre-Rekombinase
exprimiert (Hirasawa et al., 2001). In Tabelle 2 sind die Vor- und Nachteile der beiden
Knockout Systeme zusammengefasst. In Tabelle 3 ist eine Auswahl von Cre-Mäusen
aufgezeigt, die die Cre-Rekombinase im Thalamus exprimieren. 
Tabelle 2: Vor und Nachteile eines konventionellen und konditionellen Knockouts.
konventioneller Knockout konditioneller Knockout
Klonierung der Targeting-Vektoren geringer Zeitaufwand höherer Zeitaufwand
ES-Zell-Kultur geringer Zeitaufwand höherer Zeitaufwand
Phenotypisierung am intakten Tier Zeit-, Zell- und Gewebe-spezifisch
nicht möglich
Zeit-, Zell- und Gewebe-spezifisch
möglich
Untersuchung an isoliertem Gewebe möglich möglich
Probleme Lethalität, 
Kompensation
Mosaik bzw. keine 100%
Rekombination 
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Tabbelle 3: Auswahl Cre-exprimierender Maus-Linien. Die Cre-Rekombinase wird unter Kontrolle der
angegebenen Promotors exprimiert. Alle Promotoren werden im Thalamus (aber nicht nur dort) exprimiert.
Promoter Spezifität Referenz
Engrailed-2 mittleres bis hinteres Gehirn ab
E9,5 (embryonaler Tag 9,5)
Zinyk et al., 1998
D6 Neocortex, Hippocampus,
Thalamus
van den Bout et al., 2002
CamKII alpha hohe Expression: Hippocampus,
Cortex, Amygdala; 
geringe Expression: Striatum,
Thalamus, Hypothalamus
Casanova et al., 2001
neuron-specific rat enolase (NSE)
 
hohe Expression: im entwickelnden
und adulten Gehirn
gelegentliche, geringe Expression:
in der Niere 
Cinato et al., 2001
mouse gonadotropin-releasing
hormone
 (GnRH) 
Neuronen Shimshek et al., 2002
KA1 in den meisten Neuronen des ZNS Kask et al., 2000
murine neurofilament-H (mNF-H)
gene
 
Neuronen des Gehirns und des
Rückenmarks während der späten
Phase der Entwicklung
Hirasawa et al., 2001
hGFAP ZNS, Ependyma Ray et al., 1999
CCDK-II Gehirn Dragatsis & Zeitlin, 2000
CMVenh-Ch.actin im gesamten Organismus (durch
Tamoxifen induzierbar)
Hayashi et al., 2002 
Doxycycline resonsive promoter im gesamten Organismus
(selbst-induzierend)
Holzenberger et al., 2000
Msx-1 durch Interferon induzierbar Kuehn et al., 1995
mouse Hsp70-1 gene im gesamten Organismus (durch
„heat shock“ induzierbar)
Dietrich et al., 2000
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4.4 Auswirkungen eines HCN4 Knockout
Im zeitlichen Rahmen meiner Arbeit konnten Chimären erzeugt werden, die für den mutierten
HCN4-Lokus heterozygot (-/+) sind. Diese Chimären unterscheiden sich augenscheinlich
nicht von Wildtyp Mäusen. Sie zeigen keine Beeinträchtigung vitaler Funktionen. Die
Chimären werden zur Zeit mit Wildtyp Mäusen gekreuzt, um für den HCN4-Lokus
„rein“ heterozygote Tiere zu erhalten. Diese „rein“ heterozygoten Tiere sollen dann
untereinander verpaart werden. Die Nachkommen wären dann für den mutierten HCN4-Lokus
homozygot (-/-), also Knockout Mäuse.
Da diese Verpaarungsschritte im zeitlichen Rahmen meiner Arbeit nicht abgeschlossen
werden konnten, kann über die Auswirkungen des Knockout nur spekuliert werden.
In den Neuronen des Thalamus und im primären Schrittmacherzentrum des Herzens sind
HCN-Ströme für die Erzeugung und Regulation zellulärer rhythmischer Aktivierungsmuster
unerlässlich. Falls diese HCN-Ströme massgeblich durch die HCN4-Kanal-Untereinheit
erzeugt werden, hätte ein HCN4 Knockout massive Auswirkungen auf die Erzeugung
rhythmischer Aktivität im Thalamus und im Herzen.
Welche Auswirkungen könnte ein HCN4 Knockout auf den Herzschlag haben?
Im Sinusknoten des Herzens leiten HCN-Kanäle einen depolarisierenden Strom, der
schliesslich zur Aktivierung von L-Typ Ca2+-Kanälen und einem Ca2+-Aktionspotential führt.
Der Funktionsausfall der L-Typ Ca2+-Kanäle durch den Knockout des Gens Cav1.2(α1c)
wurde von Seisenberger et al. (2000) untersucht. Die Embryonen starben 14,5 Tage post
coitum (p.c.) ab. Bis zum Tag 12,5 p.c. entwickelten sich die Embryonen normal. Die Autoren
vermuten, dass in der frühen Entwicklungsphase ein bisher nicht identifizierter
L-Typ Ca2+-Kanal exprimiert wird, der ab dem Tag 14 p.c. durch den L-Typ Ca2+-Kanal vom
Typ Cav1.2(α1c) ersetzt wird. Der Knockout wirkt sich deshalb nach
Seisenberger et al. (2000) erst ab diesem Zeitpunkt aus. 
Im Falle des HCN4 Knockout ist die Situation jedoch komplizierter. Es ist anzunehmen, dass
HCN-Kanäle den Herzschlag schon in den frühen Entwicklungsstadien kontrollieren. Sollte es
eine Phase in der Entwicklung geben, in der HCN4 bei dieser Kontrolle dominiert, könnte der
Knockout lethal sein. Da aber neben HCN4 auch HCN1 und HCN2 im Herzen exprimiert
werden (Ludwig et al., 1998; Santoro et al., 1998; Ludwig et al., 1999; Shi et al., 1999;
Vaccari et al., 1999), wird der Herzschlag vermutlich durch unterschiedliche
HCN-Kanal-Untereinheiten kontrolliert und ein HCN4 Knockout wäre nicht lethal.
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Welche Auswirkungen könnte ein HCN4 Knockout auf die rhythmische Oszillation im
neuronalen Netzwerk des Thalamus haben?
Die Ergebnisse von Seifert et al. (1999) zeigen, dass die Ströme durch den homooligomere
HCN4-Kanal die gleiche spannungsabhängige Kinetik besitzen, wie die HCN-Ströme
thalamocortikaler Neuronen. Dies lässt vermuten, dass der HCN4-Kanal als Homooligomer in
den thalamocortikalen Neuronen vorliegt und dort entscheidend für die Erzeugung von
zellulären Rhythmen (wie z.B. Spindel-waves) ist. Diese zellulären Rhythmen spielen
wahrscheinlich für die Übertragung von sensorischer Information über den Thalamus zum
Cortex eine wichtige Rolle. Sie werden mit einer Verringerung der sensorischen
Aufnahmefähigkeit während des Schlafes und dem Übergang von Schlaf- zu Wachzustand in
Verbindung gebracht. 
Es ist anzunehmen, dass der Ausfall eines Ionenkanals, der an der Erzeugung dieser zellulären
Rhythmen beteiligt ist, massive Auswirkungen hat. Der Funktionsausfall des
T-Typ Ca2+-Kanals, der ebenfalls an der Erzeugung rhythmischer Muster im Thalamus
beteiligt ist, wurde von Kim et al. (2001) untersucht. Die Autoren schalteten die
α1g-Untereinheit des T-Typ Ca2+-Kanals, der in den thalamischen Relay-Neuronen und im
Cortex exprimiert wird, aus. Die Knockout Mäuse zeigten eine normale Entwicklung des
Gehirns. Die Zytoarchitektur des Thalamus und des Cortex waren unverändert. Das
Schlafverhalten und die Weiterleitung sensorischer Information wurde bei den Knockout
Mäusen allerdings nicht untersucht. Die Autoren fanden, dass die thalamocortikalen Zellen
der Knockout Mäuse das für Wildtyp Zellen typische Burstverhalten nach Hyperpolarisation
der Membran nicht mehr zeigten. Ausserdem konnte bei den Knockout Tieren eine veränderte
Reaktion auf die Gabe von Baclofen und γ-Butyrolacton festgestellt werden. Baclofen ist ein
Agonist an GABAB-Rezeptoren, die von den thalamocortikalen Zellen exprimiert werden.
γ-Butyrolacton wird in der Leber zu γ-Hydroxy-Buttersäure umgewandelt, die vermutlich
ebenfalls als GABAB-Rezeptoragonist wirkt. Beide Substanzen induzieren bei
Wildtyp Mäusen die Symptome der „Absence-Epilepsie“. Diese Art von Epilepsie äussert
sich durch Erzeugung von Spike- und Wave-Mustern von ca. 3 Hz in beiden Gehirnhälften
(Snead et al., 2000). Bei Wildtyp Mäusen konnten Kim et al. (2001) diese Spike und Wave-
Muster nach Gabe von Baclofen und γ-Butyrolacton im Thalamus feststellen, bei den T-Typ
Ca2+-Kanal Knockout Tieren traten diese Symptome nicht auf.
Die Daten von Kim et al. (2001) zeigen, dass Ionenkanäle, die bei der Erzeugung
rhythmischer Muster im Thalamus eine wichtige Rolle spielen, auch bei pathologischen
Vorgängen, z.B. „Absence-Epilepsie“ nach Injektion von Baclofen bzw. γ-Butyrolacton,
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beteiligt sein können. Interessanterweise untersuchen Ludwig und Mitarbeiter zur Zeit einen
HCN2 Knockout. Sie konnten bei den Mäusen Symptome der „Absence-Epilepsie“ feststellen
(Ludwig, Symposium der experimentellen Pharmakologie, 2002). Allerdings ist nicht
bekannt, welche Gehirnregionen für diese Symptome verantwortlich sind. Die Erzeugung von
rhythmischen Mustern scheint demnach von entscheidender Bedeutung für die sensorische
Aufnahmefähigkeit und die „korrekte“ Weiterleitung von Signalen im Gehirn zu sein. 
Es stellt sich die Frage, ob ein HCN4 Knockout andere Auswirkungen auf rhythmische
Muster haben könnte, als der Knockout des T-Typ Ca2+-Kanals. HCN-Kanäle kontrollieren
die rhythmische Aktivität im Thalamus auf zwei Arten. Zum einen wird durch das
Wechselspiel zwischen HCN-Kanälen und T-Typ Ca2+-Kanälen das Burstverhalten erzeugt.
Zum anderen verschiebt die dauerhafte Aktivierung der HCN-Kanäle während einer
Spindel-wave das Membranpotential um ca. 5 mV zu positiveren Werten. Bei dieser
Spannung werden die T-Typ Ca2+-Kanäle inaktiviert (Bal & McCormick, 1996) und die Zelle
geht vom Burstverhalten in tonische Aktivität über. Die permanente Aktivierung der
HCN-Kanäle ist wahrscheinlich auf eine durch Ca2+-Calmodulin stimulierte
Adenylat-Zyklase und somit einer gesteigerten cAMP-Produktion zurückzuführen
(Budde et al., 1997; Lüthi & McCormick, 1998; 1999). 
Für einen HCN4 Knockout sind deshalb weitreichendere Veränderungen der Zellaktivität zu
erwarten als nach einem T-Typ Ca2+-Kanal Knockout. Die Untersuchung eines
HCN4 Knockout könnte uns bei dem Verständnis dieser komplexen Zusammenhänge einen
Schritt weiter führen.
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5 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurden Knockout-Modelle entwickelt, um die HCN-Kanal-
Untereinheit HCN4 auszuschalten. Die HCN4-Kanal-Untereinheit wird unter anderem im
Herzen exprimiert und ist vermutlich an der Rhythmogenese des Herzschlags beteiligt. Eine
Maus mit einem konventionellen Knockout, bei dem die Kanal-Untereinheit im gesamten
Organismus ausgeschaltet wird, wäre deshalb nicht lebensfähig. Deshalb wurde alternativ ein
Knockout-Modell entwickelt, in dem der Knockout selektiv (konditionell) herbeigeführt
werden kann. Zur Herstellung des konditionellen Knockout soll das Cre/loxP-Rekombinase
System verwendet werden. Es sollte eine Maus entwickelt werden, deren HCN4-Lokus zwei
Erkennungssequenzen (loxP-sites) für die Cre-Rekombinase trägt. Durch Kreuzung mit einer
Maus, die die Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines spezifischen Promotors exprimiert, soll
damit ein zellspezifischer Knockout erzeugt werden.
Um die Klonierung der Targeting-Vektoren zu ermöglichen, wurde zunächst die genomische
Struktur des HCN4-Lokus der Maus geklärt. Der HCN4-Lokus ist 35 kBp groß und befindet
sich auf Chromosom 9. Der Lokus besteht aus acht Exons. Anhand der Sequenz-Information
wurden die Targeting-Vektoren für einen konventionellen und konditionellen Knockout der
HCN4-Kanal-Untereinheit kloniert. Die Targeting-Vektoren wurden durch Elektroporation in
embryonale Stammzellen eingebracht. Positive ES-Zell-Klone wurden mittels Antibiotika-
Resistenz selektioniert. 
Konventioneller Knockout: Die DNA der Antibiotika-resistenten ES-Zell-Klone wurde mittels
radioaktiver Sonden im Southernblot analysiert. Durch diese Analyse wurde geprüft, ob der
Targeting-Vektor gerichtet in den HCN4-Lokus des Maus-Genoms integriert wurde. Es
konnten zwei ES-Zellklone identifiziert werden, deren HCN4-Lokus in der gewünschten
Form verändert war. Einer dieser Klone wurde in Maus-Blastozysten injiziert und diese in
scheinschwangere Mäuse implantiert. Es wurden eine männliche und eine weibliche Chimäre
geboren. Beide Chimären starben, bevor sie verpaart werden konnten. Das Weibchen mußte
auf Grund eines Tumors getötet werden, die Todesursache des Männchens ist unklar. Nach
einem zweiten Ansatz, mit dem selben ES-Zell-Klon, wurden fünf Chimären (+/-) geboren,
ein Weibchen und vier Männchen. Diese Chimären sind lebensfähig und phenotypisch nicht
auffällig. Die Chimären wurden mit Wildtyp Mäusen gepaart. Die Nachkommen dieser
Mäuse waren bei Abschluß dieser Arbeit noch nicht geboren. Sie wären für den mutierten
HCN4-Lokus „rein“ heterozygot (+/-) und müssten  miteinander verpaart werden, um
homozygote Mäuse (-/-) zu erhalten
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Konditioneller Knockout: Die Analyse der Antibiotika-resistenten ES-Zell-Klone konnte im
zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht abgeschlossen werden. Die korrekte Insertion des
Targeting-Vektors in den HCN4-Lokus muß noch nachgewiesen werden. 
Für den mutierten HCN4-Lokus heterozygote (-/+) Chimären zeigen keinen auffallenden
Phenotyp. Über die Auswirkungen eines HCN4 Knockout (-/-) kann im Moment nur
spekuliert werden. Die Erzeugung rhythmischer Aktivität im Thalamus und im Sinusknoten
des Herzens wird durch HCN-Ströme kontrolliert. In beiden Geweben wird neben anderen
HCN-Kanal-Untereinheiten die HCN4-Kanal-Untereinheit exprimiert. Besonders im
Thalamus scheinen die HCN-Ströme durch die HCN4-Kanal-Untereinheit dominiert zu
werden. Deshalb sind bei einer HCN4 Knockout Maus massive Auswirkungen auf die
Erzeugung rhythmischer Aktivität zu erwarten. 
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6 Anhang
6.1 Klonierung der Targeting-Vektoren (detailliert)
Zur Klonierung der Targeting-Vektoren für den konventionellen und den konditionellen
HCN4 Knockout verwendete ich die Partialklone pBKlon 30 und pBKlon 13 (3.1). Die
Klonierung des Targeting-Vektors für den konventionellen Knockout ist unter Punkt 5.1, die
für den konditionellen Knockout unter 5.2 beschrieben. Die Bezeichnung der Fragmente
(5‘- bzw. 3‘-) entspricht ihrer Orientierung im HCN4-Lokus.
6.1.1 Klonierung des Targeting-Vektors für einen konventionellen Knockout
Als Targeting-Vektor für den konventionellen Knockout wurde der Vektor pPNT verwendet.
In den Knockout Mäusen soll Exon 4 durch eine Neomycin-Resistenz-Kassette ersetzt
werden. Die homologen Sequenzbereiche 5’-wärts (langer Arm) und 3’-wärts (kurzer Arm)
des Exon 4 wurden so kloniert, dass sie die Neomycin-Resistenz-Kassette des Vektors
flankieren. Um eine Klonierung der Arme in den Vektor pPNT zu ermöglichen, mussten
zunächst Schnittstellen mittels PCR 5’- bzw. 3’-wärts in die Enden der Arme eingefügt
werden (siehe 3.2.). Diese Enden der Arme wurden dann über intrinsische Schnittstellen
5‘- bzw. 3’-wärts mit Restriktionsfragmente der Partialklone pBKlon 13 und pBKlon 30 im
Plasmidvektor pBlueskript SK(-) ligiert. Die so entstandenen Arme wurden in den Vektor
pPNT umkloniert.
A.) Der kurze Arm wurde über BamHI und KpnI in den Vektor pPNT kloniert. 
1.) Um am 5’-Ende des kurzen Arms eine BamHI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen
wurde eine PCR mit den Primer #2959 und #2960 auf dem Partialklon pBKlon 13
durchgeführt. Das PCR Produkt wurde mit BamHI und HindIII geschnitten und in einen
mit BamHI und HindIII geschnittenen Plasmidvektor pBluescript SK(-) kloniert. Der Klon
wurde als pB#2959/#2960 bezeichnet (Abbildung 22). Der Klon wurde sequenziert und
mit der bereits ermittelten Sequenz verglichen.
2.) Um am 3’-Ende eine KpnI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen wurde eine PCR mit
den Primer #2957 und #2958 auf Partialklon pBKlon 13 durchgeführt. Das PCR-Produkt
wurde mit HincII und partiell mit KpnI geschnitten. Der KpnI-Verdau erfolgte partiell, da
das PCR-Produkt #2957/#2958 eine zweite, intrinsische KpnI-Schnittstelle enthält, die
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nicht für die Klonierung benötigt wurde. Der Verdau wurde gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die 820 Bp grosse Bande aus dem Agarosegel eluiert. Diese Bande
entsprach dem benötigten mit HincII und KpnI geschnittenen PCR-Produkt #2957/#2958.
Das Fragment wurde in einen mit KpnI und HincII geschnittenen Plasmidvektor
pBluescript SK(-) kloniert. Der Klon wird als pB#2957/#2958 bezeichnet (Abbildung 23).
Der Klon wurde sequenziert und mit der bereits ermittelten Sequenz verglichen.
Den kurze Arm setzte ich aus dem mit BamHI und HindIII geschnittenen Klon
pB#2959/#2960, dem 1008 Bp grossen HincII/HindIII-Fragment des Partialklons pBKlon 13
und dem mit HincII und KpnI geschnittenen Insert des Klons pB#2957/#2958 zusammen. Das
1008 Bp Fragment und das Insert des Klons pB#2957/#2958 wurden hierzu 5’-wärts an das
Insert des Klons pB#2959/#2960 gefügt:
3.) Zunächst wurde der Klon pB#2959/#2960 mit HincII und HindIII geschnitten, und mit
dem ebenfalls mit HincII und HindIII geschnittenen 1008 Bp grossen
Restriktionsfragment des Partialklons Klon 13(19.09.00) zum Plasmid
pB#2959/#2960HH1008 ligiert (Abbildung 24).
4.) Für die weitere Klonierung wurde pB#2959/#2960HH1008 mit HincII und KpnI
geschnitten und mit dem 820Bp HincII und KpnI geschnittenen Fragment des Klons
pB#2957/#2958 ligiert. Hierzu wurde Klon pB#2957/#2958 partiell mit KpnI geschnitten.
Der Verdau wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die 3720 Bp grosse Bande entsprach
einmal mit KpnI geschnittener DNA. Diese Bande wurde aus dem Agarosegel eluiert und
mit HincII verdaut. Der Verdau wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die
820 Bp Bande entsprach dem benötigten mit HincII und KpnI geschnittenen Fragment.
Sie wurde aus dem Agarosegel eluiert und in die Ligation eingesetzt. Das
Ligationsprodukt bezeichnete ich als Klon pBKAKO (Abbildung 25). Die Klonierung
wurde durch Restriktionsanalyse überprüft.
B.) Der langen Arm wurde über NotI und XhoI in Vektor pPNT kloniert.
1.) Um am 5’-Ende eine NotI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen wurde eine PCR mit
den Primer #2919 und #2920 auf dem Partialklon pBKlon 30 durchgeführt. Das
PCR-Produkt wurde mit EcoRI und NotI geschnitten und in einen mit EcoRI und NotI
geschnitten Plasmidvektor pBluescript SK(-) kloniert. Der Klon wird als pB#2919/#2920
bezeichnet (Abbildung 26). Der Klon pB#2919/#2920 wurde sequenziert und mit den
bereits ermittelten Sequenz verglichen. 
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2.) Um am 3’-Ende eine XhoI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen wurde eine PCR mit
den Primer #2933 und #2934 auf dem Partialklon pBKlon 30 durchgeführt. Das
PCR-Produkt wurden mit XhoI geschnitten und in einen EcoRV und XhoI geschnitten
Plasmidvektor pBluescript SK(-) umkloniert. Den Klon bezeichnete ich als
pB#2933/#2934 (Abbildung 27). Der Klon pB#2933/#2934 wurde sequenziert und mit
der bereits ermittelten Sequenz verglichen. 
Der lange Arm wurde aus dem mit EcoRI und NotI geschnittenen Klon pB#2919/#2920,
einem 2932 Bp grossem EcoRI/NheI-Fragment des Partialklons pBKlon 30 und dem mit NheI
und XhoI geschnittene Klon pB#2933/#2934 zusammengesetzt. Das Insert des Klons
pB#2919/#2920 und das 2932 Bp Fragment wurden hierzu 3‘-wärts an das Insert des Klons
pB#2933/#2934 gefügt:
3.) Klon pB#2933/#2934 wurde mit EcoRI und NheI geschnitten, und mit dem mit EcoRI
und NheI geschnittenen 2932 Bp grossen Fragment des Partialklons pBKlon 30 ligiert
(Abbildung 28). Die Klonierung wurde durch Restriktionsanalyse überprüft. Der Klon wir
als pB#2933/#2934EN2932 bezeichnet.
4.) In den mit EcoRI und NotI geschnittenen Klon pB#2933/#2934EN2932 wurde das
EcoRI/NotI-Fragment des Klons pB#2912/2920 ligiert. Den entstandenen Klon
bezeichnete ich als pBLAKO (Abbildung 29). Die Klonierung wurde durch
Restriktionsanalyse überprüft.
C.) Kurzer und langer Arm wurden in den Vektor pPNT kloniert, so dass sie die
Neomycin-Resistenz-Kassette flankieren. 
1.) Der lange Arm wurde zuerst 5’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette in den Vektor
eingesetzt. Hierzu wurde das NotI und XhoI geschnittene Insert des Klons pBLAKO in
den mit NotI und XhoI geschnittenen Vektor pPNT kloniert (Abbildung 30). 
2.) Um den kurzen Arm einzufügen wurde der Klon pBKAKO mit BamHI linearisiert. Die
geschnittene DNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Agarosegel
eluiert. Es folgte ein partieller Verdau mit KpnI. Die DNA wurde gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die dem kurzen Arm entsprechende 2443 Bp Bande aus dem Agarosegel
eluiert. Das Fragment wurde in die BamHI und KpnI-Schnittstelle des Vektors pPNT
kloniert. Die Orientierung der Fragmente überprüfte ich durch Restriktionsanalyse. Der
entstandene Klon wurde als pPNT-HCN4 bezeichnet (Abbildung 31). Er wird als
Targeting-Vektor für den konventionellen Knockout verwendet.
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6.1.2 Klonierung des Targeting-Vektors für einen konditionellen Knockout
Als Targeting-Vektor für den konditionellen Knockout wurde neo-flox-8 verwendet. Der
Vektor neo-flox-8 enthält zwei loxP-sites, 5’- und 3’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette.
Eine weitere loxP-site musste synthetisiert werden. Sie wurde in den langen Arm 5’-wärts des
Exon 4 einkloniert (siehe Klonierung langer Arm). Der kurze und der lange Arm wurden
flankierend zur Neomycin-Resistenz-Kassette in den Vektor neo-flox-8 kloniert.
Um eine Klonierung der Arme in den Vektor zu ermöglichen mussten zunächst Schnittstellen
5‘- bzw. 3’-wärts in die Enden der Arme eingefügt werden (siehe 3.2). Diese Enden der Arme
wurden dann über intrinsische Schnittstellen 5‘- bzw. 3’-wärts an Restriktionsfragmente der
Partialklone pBKlon 13, pBKlon 30 oder eine loxP-site im Plasmidvektor pBlueskript SK(-)
ligiert. Die vollständigen Arme wurden in den Vektor neo-flox-8 umkloniert.
A.) Der kurze Arm wurde über XbaI und XhoI in die Klonierungsstelle 3’-wärts der
Neomycin-Resistenz-Kassette des Vektors neo-flox-8 kloniert. 
1.) Um an das 5’-Ende des kurzen Arms eine XhoI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen
wurde eine PCR mit den Primer #3048 und #3049 auf dem Partialklon pBKlon 13
durchgeführt. Das PCR Produkt wurde mit XhoI und EcoRI geschnitten und in einen XhoI
und EcoRI geschnitten Plasmidvektor pBluescript SK(-) umkloniert. Der Klon wurde als
pB#3048/#3049 bezeichnet (Abbildung 32). Der Klon wurde sequenziert und mit den
bereits ermittelten Sequenzdaten verglichen.
2.) Um an das 3’-Ende des kurzen Arms eine XbaI-Schnittstelle in die Sequenz einzufügen
wurde eine PCR mit den Primer #3050 und #3051 auf dem Partialklon pBKlon 13
durchgeführt. Das PCR-Produkt wurden mit HindIII und XbaI geschnitten und in einen
HindIII und XbaI geschnittenen Plasmidvektor pBluescript SK(-) umkloniert. Den Klon
bezeichnete ich als pB#3050/#3051 (Abbildung 33). Der pB#3050/#3051 wurde
sequenziert und mit den bereits ermittelten Sequenzdaten verglichen. 
Den kurzen Arm setzte ich aus dem mit XhoI und EcoRI geschnittenen Klon pB#3048/#3049,
dem 1819 Bp grossem EcoRI/HindIII Restriktionsfragment des Partialklons pBKlon 13 und
dem mit HindIII und XbaI geschnittenen Klon pB#3050/#3051 zusammen.
3.) Das 1819 Bp Fragment und das Insert des Klons pB#3050/#3051 wurden hierzu 3’-wärts
an das Insert des Klons pB#3048/#3049 gefügt: Klon pB#3048/#3049 wurde mit EcoRI
und XbaI geschnitten. In den geschnitten Klon pB#3048/#3049 wurde in einer Reaktion
das mit EcoRI und HindIII geschnittenes 1819 Bp grosses Fragment des Partialklons
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pBKlon 13 und das mit HindIII und XbaI geschnittene Insert des Klon pB#3050/#3051
ligiert. Der entstandene Klon wird als pBKAFO bezeichnet (Abbildung 34). Die
Orientierung der Fragmente wurde durch Restriktionsanalyse überprüft. 
B.) Den langen Arm wurde über SacI und NotI in die Klonierungstelle 5’-wärts der
Neomycin-Resistenz-Kassette des Vektors neo-flox-8 kloniert.
Für die Klonierung konnte 5’-wärts eine intrinsische SacI-Schnittstelle genutzt werden. An
Position 6518 Bp des langen Arms wurde über DrdI und NheI eine loxP-site eingefügt, so
dass im fertigen Targeting-Vektor Exon 4 von zwei loxP-sites im Abstand von ca. 500 Bp
flankiert wurde. Die loxP-site wurde aus den Oligonukleotiden #3077 und #3078 synthetisiert
(Abbildung 35). Sie wurde mit BamHI und SpeI geschnitten in einen BamHI und SpeI
geschnittenen Plasmidvektor pBluescript SK(-) kloniert und sequenziert. Der Klon wurde als
pBloxP bezeichnet. 
1.) Um das 5’-Ende des langen Arms an die loxP-site zu fügen, wurde pBloxP partiell mit
DrdI geschnitten. DrdI schneidet am 5’-Ende der loxP-site und mehrmals im
Plasmidvektors pBlueskript SK(-). Für die Klonierung sollte nur die DrdI-Schnittstelle am
5’-Ende der loxP-site verwendet werden. Die Fragmente wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und eine 2900 Bp grosse Bande aus dem Agarosegel eluiert. Das Eluat enthält
einmal mit DrdI geschnittenen pBloxP und ungeschnittenen pBloxP. Es folgte ein Verdau
mit SacI, sowie XbaI. Die XbaI-Schnittstelle wurde für die weitere Klonierung nicht
verwendet. Der XbaI-Verdau musste jedoch durchgeführt werden, um zu vermeiden das
nur mit SacI geschnittener pBloxP entsteht und später religiert. Die geschnittene DNA
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und die 2900 Bp grosse Bande aus dem
Agarosegel eluiert. Diese Bande entspricht mit DrdI und SacI geschnittenem pBloxP,
sowie mit SacI und XbaI geschnittenen pBloxP. In den mit SacI und DrdI geschnittenem
Klon pBloxP wurde ein 6518 Bp grosses DrdI/SacI-Restriktionsfragment des Partialklons
pBKlon 30 ligiert. Dazu wurde der Partialklon pBKlon 30 nach einem Verdau mit DrdI
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die 7374 Bp grosse Bande aus dem Agarosegel
eluiert. Es folgte ein partieller SacI-Verdau, da das Fragment eine weitere, für die
Klonierung nicht verwendete SacI-Schnittstellen enthielt. Die DNA wurde erneut
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die 6518 Bp Bande wurde aus dem Agarosegel eluiert.
Das Fragment wurde in den mit DrdI und SacI geschnittenen Klon pBloxP ligiert. Der
Klon wurde als pBLAFOloxP bezeichnet (Abbildung 36). Die Orientierung und Sequenz
der Fragmente überprüfte ich durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung. 
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2.) Um am 3’-Ende des langen Arms eine NotI- und eine KpnI-Schnittstelle in die Sequenz
einzufügen wurde eine PCR mit den Primern #3047 und #3052 auf dem Partialklon
pBKlon 13 durchgeführt. Das PCR-Produkt wurde mit KpnI und XhoI geschnitten und in
den mit KpnI und XhoI geschnittenen Plasmidvektor pBlueskript SK(-) ligiert. Der Klon
wurde als pB#3047/#3052 bezeichnet (Abbildung 37). Klon pB#3047/#3052 wurde
sequenziert und mit den bereits ermittelten Sequenzdaten verglichen.
Den langen Arm setzte ich aus dem NheI und XhoI geschnittenen Klon pBLAFOloxP, dem
847 Bp grossem NheI/XhoI-Fragment des Partialklons pBKlon 30 und dem XhoI und NotI
geschnittenen Klon pB#3047/#3052 zusammen. Das 847 Bp Fragment und das Insert des
Klons pB#3047/#3052 wurde hierzu 3’-wärts an das Insert des Klons pBLAFOloxP gefügt:
3.) Da Klon pBLAFOloxP zwei intrinsische NheI-Schnittstellen enthält wurde er partiell mit
NheI verdaut. Um einmal geschnittene DNA zu isolieren wurde der Verdau
gelelektrophoretisch aufgetrennt und die 9400 Bp Bande aus dem Agarosegel eluiert.
Diese Bande enthielt einmal mit NheI geschnitten pBLAFOloxP, sowie geringe Anteile an
ungeschnittenem pBLAFOloxP. Nun folgte ein Verdau mit EcoRI und XhoI. Die
EcoRI-Schnittstelle wurde für die weitere Klonierung nicht verwendet. Der EcoRI-Verdau
musste jedoch durchgeführt werden, um zu vermeiden, dass nur mit XhoI geschnittene
pBLAFOloxP entstehen und später religiert. In den NheI und XhoI geschnittenen Klon
pBLAFOloxP wurde das NheI und XhoI geschnittene, 847 Bp grosse
Restriktionsfragment des Partialklones pBKlon 30 ligiert (Abbildung 38). Die Klonierung
wurde durch Restriktionsanalyse überprüft. Den Kon bezeichnete ich als
pBLAFOloxPNX847
4.) Um das 3’-Ende das langen Arms anzufügen wurde Klon pBLAFOloxPNX847 mit KpnI
und XhoI geschnitten. In den geschnittenen Klon wurde das Insert des mit KpnI und XhoI
geschnittenen Klon pB#3047/#3052 ligiert. Der entstandene Klon wird als pBLAFO
bezeichnet. Die Klonierung wurde durch Restriktionsanalyse überprüft (Abbildung 39).
C.)Langer und kurzer Arm wurden in den Vektor neo-flox-8 kloniert, so dass sie die
Neomycin-Resistenz-Kassette flankieren. 
1.) Der kurze Arm wurde in die Klonierungsstelle 5’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette
eingesetzt. Hierzu wurde das mit XbaI und XhoI geschnittene Insert des Klones pBKAFO
in den XbaI und XhoI geschnittenen Vektor neo-flox-8 kloniert. XbaI schneidet den
Vektor neo-flox-8 in der Klonierungsstelle 5’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette.
XhoI schneidet den Vektor neo-flox-8 zweimal: in der Klonierungsstelle 5’-wärts und
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3’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette. Der Vektor neo-flox-8 wurde deshalb partiell
mit XhoI geschnitten. Der Verdau wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und einmal
geschnittene DNA (4,3 kBp) wurde aus dem Gel eluiert. Das Eluat wurde mit XbaI
geschnitten. Der Verdau wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt. 3’-wärts der
Neomycin-Resistenz-Kassette mit XhoI geschnittene Klone zeigen sich nach dem
XbaI-Verdau als 2,7 kBp und 1,6 kBp grosse Bande, nur 5’-wärts der
Neomycin-Resitenz-Kassette geschnittene Klone als 4,3 kBp Bande. Die 4,3 kBp Bande
wurde mit dem XbaI und XhoI geschnittenen Insert des Klons pBKAFO ligiert. Der
entstandene Klon wurde als neo-flox-8-KA bezeichnet (Abbildung 40). Die Klonierung
wurde durch Restriktionsanalyse überprüft.
Der lange Arm wurde in die Klonierungsstelle 3’-wärts der Neomycin-Resistenz-Kassette
eingefügt. 
2.) Hierzu wurde der Klon neo-flox-8-KA mit NotI und SacI geschnitten. SacI schneidet
3’-wärts von NotI in der Klonierungsstelle des Vektors. In den geschnittenen Klon wurde
das mit NotI und SacI geschnittene 7741 Bp grosse Insert des Klones pBFOLA ligiert. Da
das Insert eine intrinsische SacI-Schnittstelle enthält, die für die Klonierung nicht
verwendet werden sollte, wurde ein partieller SacI-Verdau durchgeführt. Der Verdau
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und einmal geschnittene DNA (10,8 kBp Bande)
wurde aus dem Gel eluiert. Das Eluat wurde mit NotI verdaut und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Die 7741 Bp Bande entspricht dem langen Arm. Sie wurde aus dem Gel
eluiert und in den geschnittenen neo-flox-8-KA ligiert (Abbildung 41). Die Klonierung
überprüfte ich durch Restriktionsanalyse. Der entstandene Klon wurde als
neo-flox-8-HCN4 bezeichnet 
Die drei loxP-sites des Klons haben die gleiche Orientierung. Der Klon neo-flox-8-HCN4
wurde als Targeting-Vektor für den konditionellen Knockout verwendet.
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Abbildung 22: Klonierung des 5‘-Endes des kurzen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
Abbildung 23: Klonierung des 3‘-Endes des kurzen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.80
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Abbildung 24: Klonierung des des kurzen Arms (1). Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen
und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 25: Klonierung des des kurzen Arms (2). Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen
und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 26: Klonierung des 5‘-Endes des langen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 27: Klonierung des 3‘-Endes des langen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 28: Klonierung des langen Arms (1). Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen und
die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 29: Klonierung des langen Arms (2). Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen und
die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 30: Klonierung des langen Arms in pPNT. Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen
und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 31: Klonierung des kurzen Arms in pPNT. Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen
und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 32: Klonierung des 5‘-Endes des kurzen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 33: Klonierung des 3‘-Endes des kurzen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 34: Klonierung des kurzen Arms. Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen und die
in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die „Fragmente
des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 35: Sequenz der aus den Oligonukleotiden #3077 und #3078 synthetisierten und BamHI
und SpeI geschnittenen loxP-site. Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen wurden
eingezeichnet.
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Abbildung 36: Klonierung des 5‘-Endes des langen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 37: Klonierung des 3‘-Endes des langen Arms. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 38: Klonierung des langen Arms (1). Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen und
die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 39: Klonierung des langen Arms (2). Die für die Klonierung verwendeten Schnittstellen und
die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden eingezeichnet. Die
„Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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Abbildung 40: Klonierung des kurzen Arms in neo-flox-8. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
98
Abbildung 41: Klonierung des langen Arms in neo-flox-8. Die für die Klonierung verwendeten
Schnittstellen und die in den Klonierungsstellen der Vektoren vorhandenen Schnittstellen wurden
eingezeichnet. Die „Fragmente des HCN4-Lokus“ sind grau unterlegt.
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6.2 Die Promotorregion des HCN4-Gens von Maus und Mensch
Die Regulation der Transkription des HCN4-Gens ist bislang nicht bekannt. Im Verlauf
meiner Arbeit wurde die vollständige Sequenz des menschlichen Genoms
(Venter et al., 2001), sowie grosse Bereiche des Maus Genoms publiziert (Gregory et al.,
2002). Ich nutzte diese Sequenzinformationen, um den Promotorbereich des HCN4-Gens zu
identifizieren. Hierzu wurden ein ca. 3300 Bp grosser Sequenzabschnitt beider HCN4-Gene
verglichen. Die Sequenzabschnitte wurden so gewählt, dass ihre 5‘-Ende ca. 3000 Bp vor dem
Translationsstart (ATG = Start des offenen Leserasters) liegen. Abbildung 42 zeigt den
Vergleich der Sequenzen in Form eines Dot-Plots. Die Sequenzen zeigen eine starke
Übereinstimmung (ca. 60 %).   
 
Abbildung 42: Dot-Plot der DNA-Sequenzen des Maus und Mensch HCN4-Promotors. Der Vergleich der
Sequenzen wurde mit einem gleitenden Fenster von 70 Basen durchgeführt. Übereinstimmungen der Sequenzen
innerhalb des Fensters von mehr als 60% sind durch Punkte markiert. Die Position des Start-Kodons und des
potentiellen INR-Elements sind durch Pfeile markiert.
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Zur genaueren Analyse der potentiellen Promotor-Regionen beider HCN4-Gene wurden die
Sequenzen mittels der Pat-Search-Datenbank (http://transfac.gbf.de/cgi-
bin/patSearch/patsearch.pl) durchsucht. Diese Datenbank ermöglicht Sequenzen nach
Konsensus-Bindestellen von Transkriptionsfaktoren zu durchforschen.
Es wurde nach Konsensussequenzen von Vertebraten gesucht. Das Suchkriterium waren
100 % Übereinstimmung der Binderegion und der flankierenden Nukleotide. In beide HCN4-
Gen-Fragmente wurden viele Sequenzmotive gefunden an die Transkriptionsfaktoren binden
könnten. Ich habe deshalb nur die Bindestellen von Transkriptionsfaktoren näher betrachtet,
die bei Maus und Mensch an vergleichbarer Position im Gen liegen. 
6.2.1 Charakterisierung der Promotorregion
Die Untersuchung der Promotorsequenzen vieler RNA-Polymerase II transkribierter Gene hat
gezeigt, dass die Transkription oft in einem Sequenzabschnitt beginnt, der in den meisten
Genen konserviert ist. Im Bereich –5 Bp bis +5 Bp des Transkriptionsstarts wird ein
sogennantes INR-Element (Initiator) gefunden. Die Konsensus-Nukleinsäuresequenz des
INR-Elements lautet 5‘-YAYTCYYY-3‘ (Smale & Baltimore, 1989; Roy et al., 1991).
Sowohl der Promotorbereich des HCN4-Gens der Maus als auch der des Menschen besitzen
ca. 2000 Bp 5‘wärts des Start-Kodons einen konservierten Sequenzabschnitt, der der
Konsensussequenz des INR-Elements entspricht. Die Sequenz lautet 5‘-TATTCCTC-3‘.
Neben diesem, in beiden Spezies konservierten INR-Element, habe ich in beiden Sequenzen
ein weiteres mögliches INR-Element gefunden. Die INR-Sequenzen unterscheiden sich
jedoch in ihrer Basenabfolge (Maus: ACTCCTC  Mensch: CATTCCTC) und befinden sich an
unterschiedlichen Positionen im Gen. Da weder Position noch Sequenz dieses „zweiten“ INR-
Elements bei Maus und Mensch übereinstimmen, ist zu vermuten, dass der Transkriptionsstart
am „konservierten INR-Element“ beginnt. Ein weitere charakteristisches Sequenz-Motiv für
Gene, die von der RNA-Polymerase II transkribiert werden, ist die TATA-Box. Sie liegt in
eukaryotischen Promotoren häufig im Bereich von –25 bis –30 Bp vor dem INR-Element. Die
TATA-Box ist für die Initiation der Transkription wichtig. Die Konsensus-Sequenz für die
TATA-Box lautet TA(T/A)AAA. In der HCN4-Sequenz des Menschen ist 25 Bp vor dem
„konservierten INR-Element“ eine solche TATA-Box vorhanden. Die Sequenz lautet 5‘-
TAAAAA-3‘. Das HCN4-Gen der Maus besitzt möglicherweise keine TATA-Box (an
gleicher Position bei der Maus ist eine ähnliche Sequenz 5‘-TCAAAT-3‘ vorhanden).
In den meisten eukaryotischen Promotoren wurden GC-reiche Abschnitte (GC-Boxen)
beschrieben. An diese GC-reichen Sequenzen kann der Transkriptionsfaktor SP1 binden. Die
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HCN4-Sequenz von Maus und Mensch besitzen insgesamt neun konservierte GC-Boxen in
dem untersuchten Bereich. Auch Bindesequenzen für den Transkriptionsfaktor AP1 wurden
dreimal in dem untersuchten Bereich gefunden. Es existiert zudem eine konservierte
Bindestelle für den Transkriptionsfaktor CREB (5‘-TGATGTCA-3‘). Sie liegt ca. 200 Bp
5‘wärts des „konservierten“ INR-Elements. Im HCN4-Promotor von Maus und Mensch
konnten zudem konservierte Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren HES, AP1, GR, AP-
alphaA, PU I, NF-E-2, Pit-1a, MTF, MAZ und CAC-BP identifiziert werden. Die
Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren sind in Abbildung 43 in einem Nukleotid-
Sequenz-Alignment dargestellt. 
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AP1
AP2-alphaA
GR
HES
SP1 INR-ElemenT
INR-Element
Mensch A G A CT T TG TT G AT T T TCTC T A TC T CCCCC
Maus  A G A CT T TG TT G AT T T TCTC T A TC T CCCCC
Mensch TCCTCCAGGAA CC TCCCT CTA TC AGGC AGC AGCT CC A ATCT
Maus  TCCTCCAGGAA CCTTCCCT CTA TC AGGC AGC AGCT CC A ATCT
Mensch CTC TTGGGGA A GAT T AT TA C TTCT TTC TG AGTT
Maus  CTC TTGGGGA A GAT T AT TA C TTCT TTC TG AGTT
Mensch T CTG T TTT TC T CTATTCC GAG A GAGTCTA C TCCT AAC TG
Maus  T CTG T TTT TC T CTATTCC GAG A GAGTCTA C TCCT AAC TG
Mensch AGCCCA CAAGGG C CCT C CTC TC TCTG CCCCT GA TG TGG
Maus  AGCCCA CAAAGG C CCT C CTC TC TCTG CCCCT GA TG TGG
Mensch CACA CA A GT TCCTC ATTA T TCC AT A GGAGG CAG A AAG
Maus  CACA CA A GT TCCTC ATTA T TCC AT A GGAGG CAG A AAG
Mensch C CAG CTC AT GGG TTAT A GGG CTGA TTATC AA GTC AT CT A
Maus  C CAG CTC AT GGG TTAT A GGG CTGA TTATC AA GTC AT CT A
Mensch CC A AGTTGG CTA ATGG AT GTG CTAAT TTGA GG GAGTGA
Maus  CC A AGTTGG CTA ATGG AT GTG CTAAT TTGA GG GAGTGA
Mensch GGTG T TAG G A A GA CCCCTGGCC GC TG G CAG GT
Maus  GGTG T TAG G A A GA CCCCTGGCC GC TG G CAG GT
Mensch TCC AGGAA CAGAAT TT GTC TATCCT CATCT CC CC G TCCC T CA
Maus  TCC AGGAA CAGAAT TT GTC TATCCT CATCT CC CC G TCCC T CA
Mensch CCA TAG TAACTT AGGGTCCCT TC T GTAGA TTG T TC
Maus  CCA TAG TAACTT AGGGTCCCT TC T GTAGA TTG T TC -
Mensch TGCT T TGT CACCCTTGTG TGGTG CCC TGAGA TAAG T G C -
Maus  TGCT T TGT CACCCTTGTG TGGTG CCC TGAGA TAAG T G C
Mensch TG C CC CCC CA CACA AC G ACT TAATC AG GC
Maus  TG C CC CCC CA CACA AC G ACT TAATC AG GC
Mensch T C GG GTCA CA GA TAATGGG AT GAACCA AAG G
Maus  T C GG GTCA CA GA TAATGGG AT GAACCA AAG G
Mensch G GACATGACCAA T TTTGG G TTAG TC AGGA AGATG CT
Maus  G GACATGACCAA T TTTGG G TTAG TC AGGA AGATG CT
Mensch TG G T TA G TG CTTCCTG AGC GGGT A GCAG
Maus  TG G T TA G TG CTTCCTG AGC GGGT A GCAG
Mensch T G CT G GA TCA AGAA T TG TA AA GGAGGTCTTC
Maus  T G CT G GA TCA AGAA T TG TA AA GGAGGTCTTC
Mensch CC CC ACCA GGCAG GGGCTC CAG TTAAGA CAC TC
Maus  CC CC ACCA GGCAG GGGCTC CAG TTAAGA CAC TC
Mensch CTCAAGGAGACCCAAGGACACT AG GAT T G CT CCAGCATCTGTGCAG GAACTG
Maus  CTCAAGGAGACCCAAGGACACT AG GAT T G CT CCAGCATCTGTGCAG GAACTG
Mensch TCAGCTCAGA CTGCTCAAAAGTA AAATGCCAGCT C GTGATGTCATCACCCTAG C
Maus  TCAGCTCAGA CTGCTCAAAAGTA AAATGCCAGCT C GTGATGTCATCACCCTAG C
Mensch AT CC C C C TG GA GT CTGTGGTCCAGTGG TAGAGCAGAA AG CCC A
Maus  AT CC C C C TG GA GT CTGTGGTCCAGTGG TAGAGCAGAA AG CCC A -
Mensch CC CCC A CCTGCT C TCCAAAT CCTACTC GGATG G G
Maus  CC CCC A CCTGCT C TCCAAAT CCTACTC GGATG G G
  1    AGGT TA A G~ AAAG ~ A ~ A A G ~ C ~~ A~AGTC GG  -3106   
  1    CACA AC T TC TCT~ A G T G G T A T AA TGA~~~ ~~  -2730   
  54   A C AG ~C CA ~C AAT C TCTG A  -3048  
  55   G GA GG ~~ TT ~~G T ~~~~ G  -2678  
  112  ATGG C T T A A ~ AT ~~~~~~~~~ C TCTTC  -2998  
  107  ~~~~ ~ ~ G G C G ~~ AGTATATAG A ~~~~~  -2631  
  162  TC C CTA ~ A GCC T A T G T CAC T A -2939  
  154  ~~ G ~~~ G ~ ~~~ A C C A C ~~~ A G -2583 
  221  T ~~ AAGA GGGG TG C C T ~G ~~C T  -2884  
  202  ~ TT ~~~~ ~~~~ ~~ T A ~ CA TTT C  -2535  
  276  C CC ~~~~~ G C GGG T AC A A ~~~ G G  -2832  
  250  A GT GATAG A T ~~A A TT ~ T ATA A A  -2478  
  328  ~~ AT ~ CA T C A C T T TA ~~ TG GC  -2777  
  307  CT ~C A AG G T T T C C GT AA ~~ AT  -2421  
  383  T A TC G TCGTGA GG CCA GAAA G C  -2717  
  364  C G CT T ~~~~~~ ~T ~~~ TTAG A T  -2371  
  443  C GG G TGGA TTA GAGATCCT ~~ G C T G CA A -2659  
  414  ~ ~~ A GAAG GTC ACAG~~~~ GG A A G A TG ~ -2319  
  501  C G T G T C ~~~ T AA CA C ~~C  -2604  
  466  T A C A A ~ TTA ~ GG GT T TAT  -2261  
  556  ATG T C CT CAC~ AT T G AAACTTAT AA  -2545  
  523  ~~~ G T TC TGCT ~~ G A ~~~~~~~~ ~~ 2216  
  615  T C C T GAGAGGT ~~~~~~~ ~ G G A 2493  
  569  C T A G ~~~~~~~ AAGCTTT T T A T  -2163  
  667  C ~~~~~ T A T GGG G ~~T C GTG ~~~~~~~~~~ T  -2450  
  622  T TTCCC C C C ~~~ C AAG A ~~~ CAGAGGCACA G  -2109  
  710  ~~ A ~ ~~~~~~~~ G GC ~~~~~~~~CC GG ~ ~  -2411  
  676  GC T T TTGATGTT ~ ~T GACTCACTCA AA G T  -2051  
  749  CA G GG ~ T A GAAAGGGT CCAG GG T C -2352  
  733  ~~ A ~~ A ~ ~ ~~~~~~~~ ~~~~ AA C ~ -2010  
  808  TACCATAGGTCA G GAAGCC A TGG C A ~ G T AG AC -2293  
  774  ~~~~~~~~~~~~ T ~~~~~~ G ~~~ ~ C C T C CT GG -1972  
  867  AACTCCCA ~~~~ A ACAAA AGC A G G T ~~ T ~ -2240  
  813  ~~~~~~~~ GTTT G ~~~~T ~~~ G A ~ ~ GC G A -1929  
  919  ~ T TGTGGCTGGTAG G GCT A CTCT A T TT -2181  
  856  T A ~~~~~~~~~~~~ ~ ACA T GCAG G ~ ~~ -1885 
  979  C G ~~ A G T A  -2123 
  900  G A CG ~ C C G  -1826  
  1037 G A A CA T  -2063 
  959  A G C GG A  -1766 
  1097 ~T T T A TG G G C G G C TGCT  -2004 
  1019 CC A C C CA C A T A A G ~~~~ 1710 
  1156 GGCTGC GC GC T ~~ ~ T T ~ A GAGGCGAA -1948 
  1074 ~~~~~~ ~A AA C GC T C G T T ~~~~~~~~ -1665
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INR-Element
TBP
PU-1
AP-1
SP-1 NF-E-2
Pu1
Mensch TGG CAC A GGGCTAAGA T T AAA TG AAACTT ATG
Maus  TGG CAC A GGGCTAAGA T T AAA TG AAACTT ATG
Mensch TATTCCTCAGAG T AGA GGACC TTTGCCT CCT CC AC
Maus  TATTCCTCAGAG T AGA GGACC TTTGCCT CCT CC AC
Mensch T CTGT T TC CT CA CA G CTCCA CCTTCTCTGG A TC C
Maus  T CTGT T TC CT CA CA G CTCCA CCTTCTCTGG A TC C
Mensch CC CT AA GCCC CT TC CC T TTT TGAGCTAAT T GGGT T G
Maus  CC CT AA GCCC CT TC CC T TTT TGAGCTAAT T GGGT T G
Mensch GCTGT C A GTG TGGA TA GCTATACCTTAGGCT TG AT
Maus  GCTGT C A GTG TGGA TA GCTATACCTTAGGCT TG AT
Mensch TG CC TAA C GA A TGT A AC GGGAG C GAGA GAC CAG TG
Maus   TG CC TAA C GA A TGT A AC GGGAG C GAGA GAC CAG TG
Mensch AT T G G GGG AA GGGGGCTGGG GC G T AA GAGTG
Maus  AT T G G GGG AA GGGGGCTGGG GC G T AA GAGTG
Mensch TGT CTG GGT GGA G TGGAA C CTC AC G
Maus  TGT CTG GGT GGA G TGGAA C CTC AC G
Mensch C T GGT CACA AG A GT TC G TG ATGG A CACA GG AGGG T C
Maus  C T GGT CACA AG A GT TC G TG ATGG A CACA GG AGGG T C
Mensch AAAGCC TT CCAGAGTG GG CG C GAGGA CC GCCCA A C CT C G G
Maus  AAAGCC TT CCAGAGTG GG CG GAGGA CC GCCCA A C CT C G G
Mensch CAGCC GG CTTG CCC C TC GAA CT CC GGGA AGGCGC
Maus  CAGCC GG CTTG CCC C TC GAA CT CC GGGA AGGCGC
Mensch GTG GGA GT CGGCG T GGATC CGCATC GT ACTG T TG CGGC
Maus  GTG GGA GT CGGCG T GGATC CGCA GT ACTG T TG CGGC
Mensch GCATTTCCTCGAAGTCTTACCTC GAAG TGGGTCC ACCCGCGCGCCC GTG G
Maus   GCATTTCTTCGAAGTCTTACCTC GAAG TGGGTCC~ACCCGCGCGCCC GTG G
Mensch G CCT GTTTCCC CA GCCCTCCT GCC GC GC GGG -
Maus  G CCT GTTTCCC CA GCCCTCCT GCC GC GC GGG
Mensch G AAGAC CGCGGG TTCGC CCC GCCC T C CAGGAAAACC TGGGAGCC CCC
Maus  G AAGAC CGCGGG TTCGC CCC GCCC T C CAGGAAAACC TGGGAGCC CCC -
Mensch GAC CG GCG TTTCCGGAA CCCCCTCTCCAGG G GTTGCGGG AAG GCCG
Maus  GAC CG GCG TTTCCGGAA CCCCCTCTCCAGG G GTTGCGGG AAG GCCG
Mensch CTCTGCA CC ACGA CCGG CGCCTCCC GAGGA GTCGGAGACCC AGC TG -
Maus  CTCCGCA CC ACGA CCGG CGCCTCCC GAGGA GTCGGAGACCC AGC TG
Mensch AG GGGC A G CA GGAA AGCCC AGCT G G GGAGA A T  -
Maus  AG GGGC A G CA GGAA AGCCC AGCT G G GGAGA A T
Mensch GGGAA CC C CCCCCA AATCTT GA GC C AGC GGAGC
Maus  GGGAA CC C CCCCCA AATCTT GA GC C AGC GGAGC
Mensch T TCAG C TGG CCAG CAGGAA A TTA G GC CAG AG
Maus  T TCAG C TGG CCAG CAGGAA A TTA G GC CAG AG
Mensch T GGA ACCTC ACC C G CCC AAGGTCT GCGAGG TC CCTG GCCC TT G
Maus  T GGA ACCTC ACC C G CCC AAGGTCT GCGAGG TC CCTG GCCC TT G
Mensch C GGCCCG CCCC CCGCCCC TC A G C GG C G G CGCCGCTGCCCCTTT
Maus  C GGCCCG CCCC CCGCCCC TC A G C GG C G G CGCCGCTGCCCCTTT
  1212 AG T ~ TT A GAGAG A AAATCATT AAGAA G T -1889 
  1120 TG A A GC T ~~~~~ C T~~~~~~~ ~~~~T C C -1622 
  1271 AGA GGC GCCAGG TT C ~~ TGTGAG ~~ -1833 
  1163 ~~~ ~~~ ~~~~~~ CC T GC ~~~~~~ GG -1580 
  1326 ~ TTG G G CG ~C G TTAACCTC G G AC AC ~  -1776 
  1205 G ~~~ T C TA GA ~ ~~~~~~~~ A A CC GT T  -1532 
  1384 TCCC T ~T AAT G C C ATCCA C C G A CA  -1717 
  1253 ~~~~ G CC ~~~ ~ A T ~~~~~ G G T G TG  -1485 
  1443 ~ C TG T GGGGG ~~~GG GAGCTAG AA C -1661 
  1300 A T AA ~ ~~~~~ CCTAA ~~~~~~~ GG T -1438 
  1499 T A GC CG C C ~ C T AGA TGGGA G ACA T G -1602 
  1347 C T AT ~~ G A A T A ~~~ ~~~~~ A GCC G C -1388 
  1558 CC TG C G TTGGGGGG ~~ CT A AC GG GG GGGG -1544 
  1397 ~~ AA A A AT~~~~~C AT ~~ G ~~ TA ~~ ~~~~ -1431 
  1616 C GCAG CTTGGGGGTGCA AGG CTG G ~ AGGAA ~~ CCA  -1487 
  1439 ~ ~~~~ ~~~~~~~~~~~~ ~~~ ~~~ A G ~~~~~ TA ~~~  -1402 
  1673 G G C T T G G ATAAT ~~ G G A G AGA GC C  -1429 
  1469 ~ ~ G C ~ T C ~~~~~ AC A A G A CG~ AG ~  -1352 
  1731 AG ~~ CTG G T C A G ~ C G C CC CT  -1372 
  1519 ~~ CC TCA T CCA G T T G ~ T TG AA  -1295 
  1788 ~~~~ ~ ~~~T TTT ~~~ G ~~~ A GA G ~~~ -1329 
  1576 CGTT T GGAA ~~~ ACA ~ TTG ~ ~~ A TGG -1242 
  1830 ~~~~~~~~~~ C G ~ T C T C C ~ ~~ C  -1283 
  1629 GGAGTGGGTG ~ A C C G C TCT G C AC T  -1183 
  1877 ~~~ GGC C T C T -1226 
  1688 GCA ~~~ A A C -1127 
  1934 TCTC ~~~~~ ~ C T TGGCTGCTGCGAG TTT A 1172 
  1744 ~~~~ GGAGA G A C ~~~~~~~~~~~~~ ~~~ C  -1087 
  1988 A TGG G A T A GT A G T  -1112 
  1784 ~ CCA A C C C GG T C G 1028 
  2048 C G ~~ CA G A G ~ ~~ GG -1057 
  1843 G T AA ~T A C A A CA ~~  -971 
  2103 A T AG AC ~T AA AA ~ ~ 1000 
  1899 ~ G TT ~~ CA CG GG T G   -914 
  2159 ~~~~~ ~ A AAAT C G AGGCG AG T ~ TGAT A T 947 
  1957 GAGAC C T ~~~~ G A ~~~~~ GA C C ~~~~ G C   -867 
  2213 G A ~ CCCTTC AGGATGGG ATTC AA TGA C   -888 
  2004 A C G ~~~~~~ ~~~~~~~~ ~~~~ CC ~~~ G   -828
  2272 ~ ~A T GGCGCACTC CTTAGCC AG GAT A G G C   -830 
  2043 C TC G ~~~~~~~~~ ~~~~~~~ TC ~~~ C C A G   -787 
  2330 GT T TC C G C G A G TAA G C ~   -771 
  2084 AA C CT T A T T G T CGC C T C   -727 
  2389 CA ~~ ~ TT C ~ CCC C C C T ~   -716 
  2144 GG GC T CC T T ~~T T G T G A   -669 
104
PiT-1A Sp1
Sp1
Sp1
Sp1 MTF
MAZ
Sp1
CAC-BP
CAC-BP
Mensch AAGAAGCCCAGGTAGGCA GGCC GGCTGC G AGCCGCTCCTATGGCAACCCGCGAGCT
Maus  AAGAAGCCCAGGTAGGCA GGCC GGCTGC G AGCCGCTCCTATGGCAACCCGCGAGCT
Mensch GCGGCGGCTTCATGAATATTCCGGGGCGCGGGAGCCCGAGCGCTGCCGGAGGGCGCT CG
Maus  GCGGCGGCTTCATGAATATTCCGGGGCGCGGGAGCCCGAGCGCTGCCGGAGGGCGCT CG
Mensch GG GA C C G GA C CGGCGG GCTGGGCTC GCT
Maus  GG GA C C G GA C CTGGGCTC GCT
Mensch AGAGGAGGC A GCGAG C CGGGTG CC
Maus  AGAGGAGGC A GCGAG C CGGGTG CC
Mensch AGC CAAAGCCCGGGCGG ACA CG GACAGCC CC C CCCGC GGACG  -
Maus  AGC CAAAGCCCGGGCGG ACA CG GACAGCC CC C CCCGC GGACG
Mensch CAC CCCGGGA CCGCGCGGGC GTGCGCTCTGC CTC GGAGCGGTTCCC GAGCGC G
Maus  CAC CCCGGGA CCGCGCGGGC GTGCGCTCTGC CTC GGAGCGGTTCC GAGCGC G
Mensch GGCCGCAG GC C CCG GCC GCGCCCATTGTTCCCCGCGGGGGCGGGGCGCCTGG  -
Maus  GGCCGCAG GC C CCG GCC GCGCCCATTGTTCCCCGCGGGGGCGGGGCGCCTGG
Mensch AGCCGGGC GCGCGCCGCGCCCCTGA CGC A GGAGGGAGGGA AAGA AGGG
Maus  AGCCGGGC GCGCGCCGCGCCCCTGA CGC A GGAGGGAGGGA AAGA AGGG
Mensch AGCG GGGGTCCCCGCGCCC AGCCGGGCCCGGGAGGAGGTG AGCGCGGCGA CCCGGG
Maus  AGCG GGGGTCCCCGCGCCC AGCCGGGCCCGGGAGGAGGTG AGCGCGGCGA CCCGGG
Mensch GAC AGC GGACTAGGA CCTCCCC CGGCGCGCAGCC GC C A CATGGGC T
Maus  GAC AGC GGACTAGGA CCTCCCC CGGCGCGCAGCC GC C A CATGGGC T
Mensch GAGG CA GCG AAGGACGCGTCC C ACT GGC GGC
Maus  GAGG CA GCG AAGGACGCGTCC C ACT GGC GGC
Mensch G ACCTGGAGC GTCC C G GCCG CGC C CTGCCCCCGGCCC T
Maus   G ACCTGGAGC GTCC C G GCCG CGC C CTGCCCCCGGCCC T
Mensch CCCTGGC CCATGGACAAGCTGCCGCCGTCCATGCGCAAGCGGCTCTACAGCCT C
Maus  CCCTGGC CCATGGACAAGCTGCCGCCGTCCATGCGCAAGCGGCTCTACAGCCT C
Mensch CGCAGCAGGTGGGGGCCAAGGCGTGGATCATGGACGAGGAAGAGGACGCCGAGGAGGAGG   
Maus  CGCAGCAGGTGGGGGCCAAGGCGTGGATCATGGACGAGGAAGAGGA G GAGGA GA G
Mensch GGGCCGGGGGCCGCCA GACCCCAGCCG AGGAGCATCCGGCTGCGGCC CTGCCCTCGC
Maus  GGGCCGGGGGCCGCCA GACCCCAGCCG AGGAGCATCCGGCTGCGGCC CTGCCCTCGC
Mensch CCTC CCCTCGG
Maus  CCTC CCCTCGG
  2444 ~ C T G   -657 
  2202 G G A A   -609 
  2503 T   -597 
  2262 C   -549 
  2563 G GG GG C CT TGTAAG C GTC C CGGTTGCGGCGGG  -537 
  2322 A ~~ ~~ A ~~ ~~~~~~ TCGGCCGG~~~ A NNNNNNNNNNNNN  -504 
  2623 AGCCCCGGGACGGGCCGGACGGGCCGGGGC G G CT G G   -477 
  2353 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN A A AA C A   -444 
  2683 CA ~CGAG GA ~~ AG ~~~ T G 423 
  2384 TG TC~~~ CG CT ~~ AGA A C   -389 
  2737 G C C A C T C   -363 
  2439 T A A G G CG G   -329 
  2797 C A CT T ~~ G 305 
  2499 T C ~~ G CT C   -271 
  2855 G A CAG G GGC ~~~   -248 
  2557 C T ~~~ ~ ~~A GGG   -217 
  2912 C ~ T G   -189 
  2611 T A C A   -157 
  2971 TCGG G T G T C A G GCC   -129 
  2671 CTGC C G T C G G T TCG    -97 
  3031 CTGCCCC CGCCG GCA C ACGGGCGG GACC G    -69 
  2731 ~~~~~~~ ~~~~~ ~~~ T ~~~~~~~~ ~~~~ A    -64 
  3091 G CC G G C ~~~~ T ~~ GG CCGACCC    15 
  2764 C GG C C T CACC A CG AA ~~~~~~~    11 
  3145 CGGC G C     46 
  2816 ~~~~ A T     46 
  3205 106 
  2873 T GT A A    106 
  3265 A C A    166 
  2933 G A G    166 
  3325 C C                                                  179 
  2993 T T                                                  179 
 
+1
Abbildung 43: Nukleotid-Sequenz-Alignment der Promotorregion des HCN4-Gens von Maus und Mensch.
Zwischen Maus und Mensch konservierte Bindestellen für Transkriptionsfaktoren sind grün markiert.
Transkriptions- (INR-Element), TATA-Box und Translationsstart (ATG) sind rot markiert.
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6.2.2 Computer-gestützte Analyse des HCN4-Promotors bei Maus und Mensch
Die Analyse der HCN4-Promotoren von Maus und Mensch wurde allein mit Hilfe von
Datenbank-Recherchen durchgeführt. Die Ergebnisse sind deshalb vorläufig und müssen noch
durch Eastern-Blots-, Primer-Extension, Food-Prints- und Zellkultur-Experimente abgesichert
werden. 
Der Promotor des HCN4-Gens des Menschen besitzt eine Bindesequenz für TBP
(TATA-Box-Bindeprotein). Dies ist ungewöhnlich für Promotoren, die für die Expression von
Ionen-Kanälen verantwortlich sind. Interessanterweise sind bisher nur Ionen-Kanal-Gene
bekannt, die weder eine TATA-Box noch eine CCAAT-Box besitzen (Wickmann et al.,
2002). Eine konservierte CCAAT-Box konnte im HCN4-Promotor nicht gefunden werden.
Der HCN4-Promotor besitzt neun konservierte GC-reiche Sequenzabschnitte, an die der
Transkriptionsfaktor SP1 binden kann. SP1 ist an der Regulation vieler Gene bei Säugern
beteiligt und aktiviert zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren die Genexpression. Etwa
200 Bp 5‘-wärts des konservierten INR-Elements wurde die Bindesequenz CRE
(cAMP-resonsive element) gefunden. An diese Sequenz kann der Transkriptionsfaktor CREB
(CRE-Bindeprotein) binden. CREB gehört zu den Leucin-Zipper-Proteinen. Der
CREB-Faktor wird durch eine cAMP abhängige Proteinkinase (PKA) phosphoryliert. Das
phosporilierte Protein bindet als Homo- oder Heterodimer an DNA und aktiviert so die
Genexpression. CRE-Bindestellen wurden in den Promotoren des alpha-adrenergen Rezeptors
(Razik et al., 1997) und der Tyrosin-Hydroxylase (Tinti et al., 1997) des Menschen
nachgewiesen. Die Offenwahrscheinlichkeit der HCN-Kanäle wird durch
cAMP/cGMP-Bindung gesteuert. Wird CREB tatsächlich für eine Expression des
HCN4-Gens benötigt, so könnte cAMP nicht nur für die Regulation der
Offenwahrscheinlichkeit des Kanalproteins, sondern auch für die Expression des Kanal-Gens
wichtig sein.
Im HCN4-Promotor wurde eine Bindestelle des Transkriptionsfaktors MTF identifiziert. Der
Transkriptionsfaktor MTF1 wird durch Zn2+-Ionen aktiviert. Das aktivierte MTF-1 bindet an
den Promotor und führt zu einer gesteigerten Expression des Gens (Andrews et al. 2001). 
Weitere Bindestellen für Trankriptionsfaktoren und ihre Bindesequenzen sind in Tabelle 4
zusammengefasst. 
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Tabelle 4: Transkriptionsfaktoren mit zwischen Maus und Mensch konservierten Erkennungs-Sequenzen
im HCN4-Promotor.
Transkriptionsfaktor Bindesequenz Literatur
AP1 AGGAAA Rorth et al. 1990
D'Orazio 1997
AP2-alphaA TGGGGA Israel et al. 1987
Imagawa et al. 1987
GR TGTACA Hecht et al. 1988
HES CTTGTG Takebayashi 1994
MAZ GGGAGGG Bossone et al. 1992
NF-E2 CTGCCCC Mignotte et al. 1989
Pit-1a ATGAATA Peers et al. 1990
PU.1 TTCCTC Feinman et al. 1994
Es wurden nur Bindesequenzen beachtet, die bei Maus und Mensch konserviert vorliegen.
Um die Regulation des Promotor zu klären müssten aber auch alle anderen Bindesequenzen 
untersucht werden.
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